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Zusammenfassung   
Schlüsselwörter: Xenotransplantation, Retrovirus, PERV 
Die Verwendung porciner Transplantate könnte das Problem des zunehmenden Mangels an 
menschlichen Spenderorganen lösen helfen. Vor der klinischen Einführung der 
Xenotransplantation müssen jedoch noch große Hürden überwunden werden. Dies betrifft zum 
einen das immer noch weitgehend ungelöste Problem der vehementen Abstoßungsreaktionen und 
zum anderen Infektionsrisiken durch Mikroorganismen und insbesondere durch porcine endogene 
Retroviren (PERV). Entscheidend sowohl für die heftigen Abstoßungsreaktionen als auch für das 
potentielle PERV-Infektionsrisiko ist der Einfluss von Galaktose -1,3 Galaktose- (Gal -1,3 Gal) 
Epitopen, welche auf porcinen Zellen, und damit auch auf daraus freigesetzten Retroviren, 
exprimiert werden. „Natürliche“ präformierte und induzierte Antikörper in humanem Serum binden 
vornehmlich an diese Struktur und führen damit über den klassischen Komplementweg zur 
Transplantatabstoßung und auch zur sicheren Eliminierung freigesetzter Retroviren. Verschiedene 
Strategien zur Vermeidung von Abstoßungsreaktionen inhibieren jedoch diesen Mechanismus und 
könnten damit auch PERV in vivo Infektionen ermöglichen. 
In vorliegender Arbeit wurden zwei Themenbereiche bearbeitet: 
1) In einem neuartigen humanisierten Schwein-auf-Javaneraffen Xenotransplantationsmodell 
wurde die potentielle PERV-Übertragung in vivo über molekularbiologische und immunologische 
Methoden untersucht. Im Gegensatz zu bisherigen retrospektiven Studien an Patienten und 
Infektionsstudien in Kleintieren oder Primaten, erlaubt dieses Modell die Untersuchung, ob es unter 
Bedingungen der klinischen Übertragung porciner Organe zu einer PERV-Transmission auf 
humane Zellen und Gewebe kommt. Die Analysen ergaben keinerlei Hinweis auf eine PERV-
Infektion der Spendertiere oder des co-transplantierten humanen Gewebes. 
2) Für die Inaktivierung der porcinen -1,3 Galaktosyltransferase (-1,3 GT) im Schwein sowie in 
der porcinen Endothelzellinie PEDNSV wurde der „Gene targeting“-Vektor pMW8Neo hergestellt. 
Nach Transfektion von pMW8Neo in PEDNSV ließen sich 34 neomycinresistente Klone isolieren, 
darunter vermutlich auch Klone, bei denen ein Allel der -1,3 GT über homologe Rekombination 
mit dem verwendeten Vektor inaktiviert wurde. 
Der Vektor pMW8Neo wird derzeit zur Inaktivierung der porcinen -1,3 GT für die Herstellung 
eines -1,3 GT-Knock Out Schweins verwendet. Bei den isolierten neomycinresistenten PEDNSV-
Klonen soll nachfolgend über Southern-Blot endgültig geklärt werden, in welchen Klonen ein Allel 
der -1,3 GT inaktiviert wurde. Nach Deletion des zweiten Allels soll die resultierende Gal-1,3 
Gal-negative Zellinie für die Identifizierung Gal-1,3 Gal-unabhängiger xenoreaktiver Epitope 
genutzt werden. Außerdem kann mit einer solchen Linie untersucht werden, ob PERV-Partikel, 
welche von einem Gal-1,3 Gal-defizienten Schwein freigesetzt werden, resistent gegen Viriolyse 
in humanem Serum sind. Obwohl unsere Infektionsstudien zeigen, daß das PERV-Infektionsrisiko 
nach Xenotransplantation grundsätzlich niedriger als befürchtet zu sein scheint, könnte die 
Verwendung Gal-1,3 Gal defizienter Schweineorgane zu einer Infektion von 
Transplantatempfängern führen.  
 Abstract   Keywords: Xenotransplantation, Retrovirus, PERV 
The usage of porcine transplants could help to solve the current shortage of human organs in 
transplantation medicine. However, major hurdles still have to be overcome before 
xenotransplantation becomes a clinical reality. Among these are problems of later xenograft 
rejection as well as the risk of infection of the recipient with porcine microorganism especially 
porcine endogenous retroviruses (PERV). The Gal -1,3 Gal Epitope, is expressed on all 
porcine cells and therefore also on released endogenous retroviruses. This carbohydrate 
structure is responsible (as it is the major target antigen) for the pathophysiology of xenograft 
rejection as well as (since PERVs are neutralized by anti-Gal antibodies) for the effective 
elimination of PERVs.  
This graduation focused on two topics: 
1) In a newly developed model of humanised pig-to-Cynomolgus Xenotransplantation 
potential in vivo PERV-transmission was investigated by using molecular biology and 
immmunological methods. In contrast to previous retrospective studies on patients or to 
conventional infectionsstudies in small animals or primates this model allows the 
investigation of a PERV transmission to human cells an tissue under the setting of a clinical 
pig to human xenotransplantation. The tests performed in this model yielded no evidence of 
PERV infection of the recipient animals or of the cotransplantated human tissue. 
2) For inactivating the gene of porcine -1,3 Galactosyltransferase (-1,3 GT) in a pig as well 
as in the porcine endothelial celline PEDNSV the gene targeting vector pMW8Neo was 
generated. After transfection of PEDNSV with pMW8Neo 34 neomycinresistant clones were 
isolated, presumable in some of these clones of one allel of -1,3 GT had been inactivated 
by homologous recombination using the vector. The construct pMW8Neo is used at present 
for inactivating the porcine -1,3 GT for production of a -1,3 GT knock out pigs.  
Following establishment of a α-1,3 GT knock out cell line it would also be possible to 
investigate whether PERV virions released by this cell line are more resistant towards serum 
mediated lysis if compared to their wild type counterparts. Despite the results of our studies 
showing that PERV infection in the pig to humanized monkey model seems to be unlikely, 
the use of α-1,3 GT knock out porcine cells or organs for xenotransplantation could – on a 
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Die großen technischen Fortschritte auf dem Gebiet der Organtransplantation sowohl 
der chirurgischen Techniken als auch der immunsuppressiven Therapie, die heute 
das Überleben vieler Kranken gewährleisten, haben zu einem Missverhältnis 
zwischen der Verfügbarkeit von Spenderorganen und erkrankten potentiellen 
Organempfängern geführt. Trotz einer jährlich um 15% steigenden Nachfrage nach 
Spenderorganen ist die Bereitschaft zur Organspende sogar leicht gesunken. Zurzeit 
besteht weltweit ein Mangel von ca. 150 000 Organen, alleine in Deutschland warten 
fast 14.000 Patienten auf ein Spenderorgan.  (Deutsche Stiftung 
Organtransplantation, Oktober 2001).  
 
Abbildung 1: Die Anzahl der durchgeführten Nieren-Transplantationen stagniert seid 5 Jahren. 
  Die Zahl der neu angemeldeten Patienten auf der Warteliste hingegen steigt bis auf 
  das Jahr 2001 stetig an. 
Eine Möglichkeit zur Behebung der immer größer werdenden Diskrepanz zwischen 
Nachfrage und Verfügbarkeit geeigneter Organe könnte die Xenotransplantation 
darstellen. Dabei ist der Begriff der Xenotransplantation definiert als die Verpflanzung 
von Geweben, Organen oder Zellen zwischen phylogenetisch unterschiedlichen 
Spezies. International wird derzeit das Schwein als Xenotransplantatspender 
favorisiert. Die Gründe hierfür liegen in einer dem Menschen vergleichbaren 
Physiologie und Organgröße, geringen Kosten für Zucht und Haltung, einer hohen 
Reproduktionsrate und nicht zuletzt ethischen Erwägungen, die Primaten als 
Organspender weitgehend ausschließen (1, 2).  
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Geschichtlich gesehen ist die Xenotransplantation der Allotransplantation voran 
gegangen. Bereits 1905 transplantierte Princeteau einem kranken Kind Segmente 
einer Kaninchenniere. Zwischen 1919 und 1940 verpflanzte Boranoff Hoden von 
Pavianen und Menschenaffen in mehr als 2000 impotente Männer. Hardy unternahm 
1964 den Versuch, einem erwachsenen Patienten ein Schimpansenherz zu 
übertragen (3). 1966 transplantierte Keith Reemtsma in insgesamt sechs Patienten 
Schimpansennieren (4) und noch im selben Jahr Thomas Starzl sechs Nieren von 
Pavianen (5). Sechs Jahre später folgte der Versuch Barnards, zwei Patienten je ein 
Schimpansen- und ein Pavianherz (6, 7) zu übertragen. Erst L. Bailey nutzte die 
Erfahrung, dass neugeborene Spender und Empfänger auf Grund noch nicht 
ausgeprägter Immunkompetenz eine günstigere Ausgangssituation besitzen. Er 
transplantierte 1984 ein weltbekannt gewordenes Baby namens „Fae“ mit einem 
jugendlichen Pavianherzen. Es starb nach 20 Tagen an Multiorganversagen (8).  
Seit 1990 wurden auch porcine Zellen und Gewebe in den Menschen transplantiert. 
Diabetes-Patienten erhielten Inselzellen (9-15), Parkinson-Patienten neuronale 
Zellen (16, 17) und Brandverletzte porcine Haut (18). Als erstes vaskularisiertes 
Organ wurde 1994 von Makowa (19) eine porcine Leber auf eine junge Frau 
übertragen. Diese starb innerhalb von 24 Stunden an den Folgen einer hyperakuten 
Abstoßung.  
 
3.1.1 Abstoßungsreaktionen porciner Xenotransplantate 
Die immunologischen Einflüsse auf das Transplantat sind wesentlich von der 
phylogenetischen Distanz zwischen Spender und Empfänger abhängig. Je weiter 
Empfänger und Spender entwicklungsgeschichtlich voneinander entfernt sind, desto 
größer ist die Zahl der Antigene, gegen die sich das Empfängerimmunsystem richten 
wird. Kombinationen von Empfänger und Spender, in denen eine hyperakute 
Abstoßung (HAR) auftritt, werden definitionsgemäß als diskordante Xenotrans-
plantation (20) bezeichnet. Bei den so genannten konkordanten Xenotrans-
plantationen wird per definitionem keine HAR beobachtet (21, 22).  
 
3.1.1.1 Die hyperakute Abstoßung  
Die in Minuten bis Stunden auftretende HAR mit fulminanter Destruktion des 
Xenotransplantats stellte bis vor kurzem in der diskordanten Kombination Schwein auf 
Mensch das größte Problem dar. Diese Reaktion bei HAR wird durch die Bindung 
präformierter, xenoreaktiver natürlicher (XNA) Antikörper des Transplantat-empfängers 
an Antigene des Xenotransplantats vermittelt. (23-28).  
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1% aller zirkulierender Antikörper (AK) und 70-95% aller XNA sind dabei gegen das 
Epitop Galaktose -1,3-Galaktose (29-37) gerichtet.  
Im humanen Serum sind neben den Gal α-1,3 Gal spezifischen XNA auch andere, 
gegen bisher weitgehend unbekannte Zelloberflächenstrukturen porciner Zellen 
gerichtete Antikörper, vorhanden (38-43). Als Epitope kommen dabei vor allem 
andere Glykolipide und Glykoproteine sowie bisher nicht identifizierte porcine 
Proteine in Frage. Studien von Bouhours und Hallberg legen nahe, dass humane 
natürliche anti Gal-α 1,3 Gal AK an Gal-α1,3-Lewisx Strukturen auf porcinen Nieren 
(44) und Aorten (45, 46) binden. Eine weitere Zuckerstruktur, gegen die vereinzelt in 
humanen Seren spezifische AK nachgewiesen werden konnten (40, 43) ist das 
Haganutziu-Deicher-Antigen. Dieses Antigen enthält Glykolylneuraminsäure, welche 
bei Menschen, im Gegensatz zu den meisten anderen Säugetieren, nicht vorkommt.  
 
Die Bindung solcher xenogenen AK führt zur Anlagerung des sich im Blut 
befindlichen Komplementproteins C1q und zur Aktivierung des Komplementsystems 
über den klassischen Weg. Bei der Transplantation porciner Zellen und Organe in 
den Menschen, bzw. experimentell in subhumane Primaten, scheint der Einfluss von 
porcinen Zelloberflächenmolekülen, welche physiologischerweise eine Komplement-
aktivierung inhibieren können (sog. Regulators of Complement Activation RCA), nicht 
ausreichend zu sein. Entgegen früherer Literaturhinweise sind RCA´s jedoch kaum 
speziesspezifisch (47-51).  
Nachfolgend kommt es zur Aktivierung der Komplementkomponente C3, deren 
Spaltung letztlich in der Synthese des terminalen Membran-Attack-Komplexes (MAC) 
(52) auf den Zielzellen resultiert. Dieser besteht aus den Komplementkomponenten 
C5b-9 und kann in hohen Konzentrationen zur direkten Lyse der Zellen, und 
insbesondere im Falle eines vaskularisierten Organs, zur Zerstörung der 
Endothelschicht führen. 
Daneben kommt es zu einer Induktion apoptotischer Prozesse (30, 53), zur Aktivierung 
der Gerinnungskaskade (54-56) und zur Erhöhung der Thrombogenizität des 
Endothels durch Abspaltung membran-gebundenen Heparansulfats. Gleichzeitig 
kommt es zur Einwanderung von Leukozyten des Empfängers in das transplantierte 






Der alternative Weg der menschlichen Komplementaktivierung scheint, zumindest im 
Falle eines porcinen Organs, eine wesentlich geringere Rolle im Vergleich zum 
klassischen Weg zu spielen (23, 58). Auch eine direkte, komplementunabhängige 
Aktivierung des Endothels durch natürliche Antikörper wird diskutiert (59-61). Diese 
führt wohl ebenfalls zu einer erhöhten Thrombogenizität des Endothels. 
 
3.1.1.2 Die akut vaskuläre Abstoßung 
Nach Überwindung der hyperakuten Abstoßung kommt es trotz weiterentwickelter 
immunsuppressiver Therapie und Verwendung transgener Organe im Transplantat 
des Empfängers in der Regel zu einer zweiten, im Vergleich zur HAR, verzögerten 
Abstoßungsreaktion (AVR) (62). Im tierexperimentellen Modell „Schwein auf Primat“ 
tritt eine AVR abhängig vom Modell nach etwa 4-8 Tagen auf. Es ist von 
verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt worden (62), dass für die Auslösung einer 
AVR in erster Linie die durch die Transplantation induzierte (sekundäre) Antikörper-
Antwort des Empfängers gegen vor allem Gal -1,3 Gal Strukturen verantwortlich ist. 
Histopathologische Kennzeichen der AVR sind Endothelzellschäden, Schwellung, 
Ischämie und diffuse Thrombose. Manchmal kann ein Infiltrat aus Makrophagen und 
neutrophilen Granulozyten beobachtet werden (63).  
 
3.1.1.3 Die zelluläre Abstoßung 
Xenotransplantate, welche nicht der Zerstörung durch HAR oder AVR zum Opfer 
gefallen sind, werden innerhalb weniger Wochen zum Angriffsziel von zellulären und 
chronischen Abstoßungsreaktionen (64). Hier scheinen vor allem natürliche 
Killerzellen und T-Lymphozyten beteiligt zu sein (65, 66). Die chronische Abstoßung 
eines Xenotransplantats scheint sich von der eines Allotransplantats zu 
unterscheiden (67, 68). Einschränkend muss jedoch erwähnt werden, dass bei der 
Transplantation „Schwein auf Primat“ bisher nur relativ wenige Empfängertiere 
Überlebenszeiten von mehr als 2 Wochen erreicht haben und somit auch nur sehr 










3.1.2 Bedeutung der porcinen -1,3 Galaktosyltransferase für die 
Xenotransplantation 
(69-71)  
Der Großteil der präformierten xenogenen Antikörper, verantwortlich für die HAR, 
und induzierter anti-porciner Antikörper, verantwortlich für die AVR, sind gegen das 
Galaktose α-1,3 Galaktoseepitop gerichtet. Dieser Zuckerrest wird in Neuweltaffen 
(NWA) und niederen Säugetieren, aufgrund eines Gendefektes im verantwortlichen 
Enzym Galaktose α-1,3 Galaktosyltransferase (-1,3 GT), nicht jedoch im Menschen 
und Altweltaffen (AWA), exprimiert. Die Familie der Catarrhina (AWA) schließt 
Menschenaffen, Gibbons, Meerkatzen wie Paviane und Makakken, und die 
Schlankaffen ein. Die Platyrrhina (NWA) umfassen Krallenaffen, Springtamarine und 
Kapuzineraffen.  
Die Bildung von Antikörpern gegen Gal α-1,3 Gal stellen eine Reaktion des 
Immunsystems auf den Kontakt mit Gal α-1,3 Gal tragenden Mikroorganismen und 
insbesondere auf die Kolonisation des Dickdarmes mit Gal α-1,3 Gal positiven 
gastrointestinalen Keime wie Salmonellen, Klebsiellen, E.coli und Clostridien im 
Neugeborenenalter dar (72, 73).  
Die Zelloberflächen der AWA sowie des Menschen, tragen statt Gal -1,3 Gal 
Strukturen sonst kryptische ABH-Blutgruppenantigene (73-75). Diese Spezies 
besitzen zwei, sich auf den Chromosomen 9 bzw. 12 befindende, -1,3 GT-
Pseudogene (75-77). Die Tatsache, dass das auf Chromosom 9 befindliche 
Pseudogen in einem Cluster mit den AB0-Blutgruppentransferasen lokalisiert ist, 
könnte auf eine evolutionäre Verwandtschaft hindeuten. 
 
Die Inaktivierung des Gens erfolgte vermutlich vor ca. 17-25 Millionen Jahren. 
Entsprechende Kalkulationen wurden anhand von Sequenzvergleichen eines 
bestimmten Bereiches des -1,3 GT-Gens innerhalb verschiedener NWA, AWA und 
dem Menschen nach Vergleichen mit dem -Globin Pseudogen vorgenommen (77). 
Da viele pathogene Mikroorganismen, wie bereits erwähnt, ebenfalls -1,3 Gal 
Epitope exprimieren, stellte die Inaktivierung der -1,3 GT und die damit verbundene 
Bildung von anti- 1,3 Gal Antikörpern wahrscheinlich einen Selektionsvorteil dar.  
 
Die -1,3 GT gehört zur Familie der Glykosyltransferasen. Diese transferieren im 
allgemeinen Zuckerreste von einem aktivierten Donorsubstrat auf eine wachsende 
Carbohydratgruppe und sind meist im Golgiapparat lokalisiert.  
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Die biochemische Reaktion der Galaktose -1,3 Galaktosyltransferase wurde 
erstmals von Basu 1973 (78) beschrieben. An das Substrat N-Acetyllactosamin wird 
unter Beteiligung von Manganionen eine aktivierte Galaktose transferiert.  
















Abbildung 2: Darstellung des Gal -1,3 Gal Epitops 
Die erste Darstellung einer GT (bovine -1,3 GT) gelang 1985 Blanken (79). Er 
verwendete dazu den Detergenzextrakt eines Kalbsthymus und reinigte ihn über 
Affinitäts-Chromatographie auf. Nach darauf folgender SDS-Gelelektrophorese zeigten 
sich zwei Proteine mit 40KD und 42 KD. 
Kloniert wurden bisher die -1,3 GT der Maus (80, 81), des Rindes (82), eines NWA 
(83) und des Schweins (84-88). Verfügbar sind ebenfalls die Nukleotidsequenzen der 
-1,3 GT von Fledermaus, Nerz, Hund, Schaf und des Delfins (89). 
Die Homologie der Aminosäuren aller bisher klonierter GT ist mit mindestens 80% sehr 
hoch. Die höchste Identität befindet sich dabei im Bereich des Carboxy-Endes 
(katalytische Domäne), die geringste Homologie innerhalb der Stammregion.  
 
Exon Exonlänge (bp) kodierte AS Introngröße (kb) GenBank (AccesionNr.) 
0     
1 554  > 10 AF221510 
2 81  0,427 AF221511 
3 112  15 AF221511 
4 89 38 6,3 AF221512 
5 36 12 1,9 AF221513 
6 63 21 0,549 AF221514 
7 105 35 6,7 AF221515 
8 138 46 6,2 AF221516 
9 2586 230  AF221517 
Tabelle 1 Darstellung der genomischen Organisation der porcinen α-1,3 GT-Gens  





Das Gen der porcinen α-1,3 GT liegt auf Chromosom 1 (88) und umfasst mit vier nicht 
kodierenden Exons am 5´- Ende sowie sechs kodierenden Exons einen Bereich von 
mehr als 52kb (90, 91). Der ORF besteht aus 1116bp und wird aus sechs Exons 
gebildet. Das Startkodon befindet sich in Exon 4 und das Stopkodon in Exon 9. Vier 
gewebespezifisch regulierte Spleißvarianten sind beschrieben (90, 92, 93).  
Die genomische Organisation des α-1,3 GT Gens wurde erstmals von Katayama (93) 
dargestellt, zwei weitere Arbeiten zur genaueren Charakterisierung folgten (90, 91).  
Kürzlich wurden aus einer genomischen Library, erstellt aus PK15-Zellen, die 
Promotorbereiche, welche in den Exons 0 bis 3 lokalisiert sind, subkloniert (91). Der 
Nachweis erfolgte über Messung der transkriptionellen Aktivität resultierend aus 
Transfektionen der einzelnen Splicevarianten in Verbindung mit einem Luciferasegen 
in COS-Zellen und porcinen Endothelzellen. Auch in diesem regulierenden 
Genabschnitt wurden vier funktionierende Splicevarianten gefunden.  
Das von der -1,3 GT synthetisierte -Gal Epitop kann mit dem Isolektin BS-IB4 
spezifisch detektiert werden (Griffonia simplicifolia). Diese Untereinheit B des Lektin I 
reagiert nur mit terminaler, nicht reduzierter -gebundener Galaktose, zeigt allerdings 
auch Kreuzreaktionen mit dem Blutgruppenantigen B (94-96). 
 
3.1.3 Strategien zur Überwindung von Abstoßungsreaktionen  
Die Verwendung transgener Spendertiere mit Expression humaner RCA wie CD55 
(Decay Accelerating Factors, hDAF), CD46 (membrane cofactor protein, hMCP) oder 
CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis, hMIRL) unter gleichzeitiger Verbesserung 
der angewandten Immunsuppressivaprotokolle machte es erstmals möglich, die HAR 
zu überwinden und darauf folgende immunologische Prozesse wie die 
komplementunabhängige AVR und zelluläre Xenotransplantatabstoßungsreaktion zu 
untersuchen.  
Die genannten RCA können an verschiedenen Punkten innerhalb der Komplement-
kaskade ansetzen und letztlich die Bildung des zellzerstörenden MAC unterbinden. 
Transgene Schweine, die CD55, CD46 oder CD59 exprimieren, sind generiert worden 
(97-102). Die Versuche zeigen recht viel versprechende Ergebnisse. Ein Überleben 
von bis zu 99 Tagen wurde bei der diskordanten Transplantation DAF-transgener 
Schweineherzen in Pavianen, diese waren allerdings schwerst immunsupprimiert, 
erreicht (103). Kürzlich sind auch Schweine, die mehrere Transgene besitzen, 
generiert worden (104, 105). Erste vorgestellte Ergebnisse zeigten eine nur 
geringfügige Verbesserung der Abstoßungsreaktionen. 
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Neben der Verwendung transgener Tiere sind andere Strategien wie Kompetition des 
Gal-Epitops, Reduktion der Synthese oder Depletion oder Neutralisierung der 
natürlichen AK denkbar. 
Bisher kamen folgende Ansätze zur Anwendung:  
1. Depletion der natürlichen Antikörper  
Zu den ersten Bemühungen, natürliche anti-porcine Antikörper zu eliminieren, 
gehörten ex-vivo-Perfusionen von Empfängerblut oder -plasma durch ein porcines 
Organ wie Leber oder Niere (106, 107). 
1995 gelang die Eliminierung der natürlichen präformierten AK aus dem Serum bzw. 
Plasma des Empfängers mit Hilfe einer XNA-bindenden Affinitätssäule. Diese Säule 
enthält polyklonale, an Sepharose konjugierte, anti-humane IgG (108, 109). Ein 
anderer Ansatz neutralisiert durch die Gabe löslicher -Gal Zucker wie Melibiose, 
Arabino-Galaktose (110), Dextransulfat (111) bzw. -Gal Ricin (112) die im Empfänger 
vorhandenen XNA. Die dabei einzusetzende Konzentration ist allerdings so hoch, dass 
es meist zu toxischen Begleiterscheinungen kommt (110, 113). Seit neuerer Zeit kann 
das α-Galaktoseanalogon GAS 914 ohne die bisher erwähnten Nebenwirkungen 
erfolgreich im Primatenmodell eingesetzt (114) werden. 
 
2. Expression von -1,2 Fukosyltransferase oder α-2,3 Sialyltransferase 
Die Enzyme -1,2 FUT oder -2,3 SIAT konkurrieren mit der -1,3 GT um dasselbe 
Substrat und bewirken dadurch eine verringerte Expression der -Gal Epitope. 
Mehrere Arbeitsgruppen bestätigten diese Erwartungen (105, 115-117). Da die 
Expression der -Gal Epitope nicht vollständig unterbunden werden kann, kommt es 
dennoch zu starken immunologischen Reaktionen. Zudem zeigten sich zusätzlich 
Veränderungen im Glykosylierungsmuster der Zellen (118). 
 
3. Expression von -Galaktosidase 
Terminale -gebundene Galaktosereste an Carbohydraten werden durch die 
Expression von -Galaktosidase entfernt. Die Expression des Enzyms bewirkt eine 
starke Reduktion der -Gal Epitope und daraus resultierend eine Verringerung der 
Sensibilität gegenüber humanem Serum (119, 120). 
 
Zusammenfassend sind die genannten Ansätze nicht ausreichend, eine HAR, 
geschweige denn eine AVR, zu verhindern.  
Ein effektiverer Weg zur Verhinderung von Abstoßungsreaktionen ist sicher die 
Inaktivierung des α-1,3 Gal GT Gens im porcinen Spenderorganismus. 
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3.2 Knock out der porcinen α-1,3 Galaktosyltransferase 
Die Inaktivierung des α-1,3 GT-Gens im Schwein wird von Experten einhellig als 
nächster wichtiger Schritt zur Überwindung der akut vaskulären Abstoßung 
angesehen.  
Zu Beginn der hier vorgelegten Arbeit war die Generierung eines Gal-Knock out (KO)-
Schweines nicht in Sicht. Eine Herstellung von KO-Tieren über embryonale 
Stammzellen (ES), wie in der Maus üblich, ist bis heute, bedingt durch fehlende 
porcine ES-Zellinien, nicht möglich.  
Vor einigen Jahren jedoch wurde der Kerntransfer, eine von ES-Zellen unabhängige, 
Methode zur Herstellung genetisch modifizierter Tiere, etabliert. Die mit dieser 
Technologie damals unter Verwendung embryonaler Zellen als Kernspender zuerst 
klonierten Tiere waren Schafe (121). 1997 demonstrierte die Arbeitsgruppe von Ian 
Wilmut den ersten Kernstransfer von adulten Zellen aus Eutergewebe in Schafen (122, 
123). Der Kerntransfer unter Verwendung differenzierter somatischer Zellen ist 
mittlerweile auch für die Spezies Maus (124), Ziege (125), Rind (126-129), Zebrafisch 
(130) und Katze (131) etabliert. Die Geburt der ersten geklonten Schweine erfolgte im 
Jahr 2000 (132-134).  
 
3.2.1 Inaktivierung zellulärer Gene über homologe Rekombination 
(135, 136) 
Säugerzellen besitzen die Fähigkeit unter der Beteiligung der zellulären Proteine recA, 
B und C identische DNA-Bereiche zwischen homologen Chromosomen wechselseitig 
auszutauschen. Dies wird als homologe Rekombination bezeichnet und dient in erster 
Linie der Neukombination des Erbgutes während der Meiose. Homologe 
Rekombination findet aber nicht nur zwischen Chromosomenpaaren statt, sondern 
kann auch zwischen einem Chromosom und einem rekombinanten DNA-Molekül 
(Vektor), welches künstlich in die Zelle eingebracht wurde, stattfinden. Voraussetzung 
ist lediglich, dass der Vektor und das Chromosom homologe DNA-Regionen enthalten. 









Um ein Gen über homologe Rekombination zu inaktivieren, muss zuerst ein geeigneter 
Knock-out-Vektor hergestellt werden. Ein von uns gewähltes Replacement-Konstrukt 
enthält üblicherweise folgende Bestandteile: 
1) Zwei benachbarte Sequenz-Bereiche des zu inaktivierenden Zielgens  
2) Die Sequenz-Bereiche sind durch ein positiv selektierbares Gen getrennt. 
Typischerweise ist dies ein Gen, dessen Produkt, eine bakterielle Phosphotransferase, 
Resistenz gegen Aminoglykosid-Antibiotika (Neomycin, G418, u.a.) verleiht.  
 
Eine weitere Entwicklung sind sogenannte Promotortrap-Targetingvektoren (137-139). 
Diese werden so konzipiert, dass ausschließlich die Transkriptionsmaschinerie des 
endogenen Targetgens benutzt wird. Nur bei korrekter Rekombination im richtigen 
Leserahmen hinter den Promotor des zu inaktivierenden Zielgens oder bei zufällig 
geeigneter Integration hinter einen anderen zellulären Promotor wird das Resistenzgen 
des Vektors abgelesen und eine positive Selektion ermöglicht. Die Rate der falsch 
positiven, zufällig integrierten, Klone reduziert sich damit erheblich (140, 141). 
Nach Linearisierung des Promotortrap-Vektors wird dieser mit einer geeigneten 
Methode wie der Elektroporation oder Transferrinfektion in die Zielzellen eingebracht. 
In einem sehr geringen Anteil der transfizierten Zellen kommt es durch homologe 
Rekombination zu einem wechselseitigen Austausch der Genbereiche des Vektors 
und des chromosomalen Genortes. Analog dazu werden dabei nicht nur zwei Vektor-
Genfragmente, sondern auch das dazwischen liegende Selektionsgen in das 
Chromosom eingeführt. Dies führt zu einer Zerstörung des Leserahmens, bzw. zur 
Deletion essentieller Bereiche des Gens und damit zu dessen Inaktivierung. 
 
3.2.2 Voraussetzung zur Inaktivierung der α-1,3 Gal GT im Schwein 
Folgendes muss für die Inaktivierung der porcinen α-1,3 GT im Schwein gegeben sein: 
1. Die für die Herstellung des Promotortrap-Vektors benötigten homologen Bereiche 
der α-1,3 GT müssen mit Hilfe publizierter Sequenzinformationen verfügbar sein. 
2. Eine geeignete und effiziente Methode zum „Gene targeting“ und damit der 
Inaktivierung der α-1,3 Gal GT in primären porcinen Zellen oder Zellinien.  
3. Die Kerntransfertechnik, wie in Kap. 1.2 beschrieben, muss zur Generierung der Gal 





3.3 Infektionsgefahr im Rahmen der Xenotransplantation 
Neben den vehementen Abstoßungsreaktionen besteht ein weiteres Problem der 
Xenotransplantation in der Gefahr der Übertragung speziesfremder Mikroorganismen 
und Viren auf den Menschen. Mit dem Transplantat könnten Krankheitserreger, die 
sonst nur im Schwein vorkommen, auf den (immunsupprimierten) Empfänger 
übertragen werden.  
 
3.3.1 Nicht virale Erreger und exogene Viren 
Die Mehrzahl aller im Schwein vorkommenden Mikroorganismen, darunter 
eukaryotische Parasiten und Bakterien, lässt sich über Zucht und Haltung unter SPF-
Bedingungen relativ sicher eliminieren. Problematischer erscheinen zum einen bisher 
unbekannte oder schlecht charakterisierte Mikroorganismen und zum anderen viele 
virale Erreger. Während für eine Reihe von im Schwein vorkommenden Viren, darunter 
Influenzaviren, Paramyxoviren, Circoviren und Picornaviren wie das porcine 
Encephalomyokarditis Virus (142) wahrscheinlich relativ einfach erregerfreie Schweine 
herzustellen sind, stellen vor allem persistierende Viren ein großes Problem dar. Unter 
den im Schwein vorkommenden persistierenden Erregern erscheinen porcine 
Herpesviren und Retroviren für die Xenotransplantation relevant. Herpesviren, 
insbesondere die porcinen γ-Herpesviren (143-145), sind in der Schweinepopulation 
weit verbreitet, können jedoch vermutlich über geeignete Zucht- und 
Haltungsbedingungen eliminiert werden (143). Das infektiologisch größte Problem für 
die Xenotransplantation stellen wohl porcine endogene Retroviren dar.  
 
3.3.2 Porcine endogene Retroviren 
3.3.2.1 Retroviren 
Retroviren sind eine im Tierreich weit verbreitete Virusgruppe. Ein 
Hauptcharakteristikum des retroviralen Lebenszyklus ist die reverse Transkription der 
RNA in DNA und die Integration der cDNA als Provirus in das Genom der Wirtszelle.  
Man unterscheidet zwei Arten von Retroviren. Exogene Retroviren, wie z.B. das 
humane Immundefizienzvirus (HIV), befinden sich nicht in Zellen der Keimbahn. Diese 
Proviren befinden sich anschließend nur im Genom der infizierten Zellen. Befällt 
jedoch ein exogener Retrovirus Zellen der Keimbahn, führt die Integration des Virus 
und die nachfolgenden Zellteilungen dazu, dass das Provirus in jeder Zelle des 
Organismus vorhanden ist. Es wird dann an die Nachfahren wie ein normales Gen 
weitervererbt. Diese Viren werden als endogene Retroviren bezeichnet. 
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Retroviren wurden erstmals 1911 von Peyton Rous beschrieben. Er bewies die 
Übertragbarkeit einer Tumorerkrankung in vorher gesunde Hühner durch die Injektion 
filtrierter Extrakte aus Geflügelsarkomen. 1970 entdeckten schließlich Howard Temin 
sowie David Baltimore in Retroviren die bereits erwähnte reverse Transkriptase, ein bis 
dahin unbekanntes Enzym (146, 147). 
 
3.3.2.1.1 Die Struktur retroviraler Partikel 
Retroviren haben einen Durchmesser von 80-120nm und enthalten ein diploides, 
einzelsträngiges RNA-Genom von jeweils 8-10kb. Die RNA-Einzelstränge (148, 149) 
sind an ein Nukleoprotein gebunden und gemeinsam mit viruskodierten 
Replikationsenzymen (reverse Transkriptase, Protease und Integrase) in ein 
ikosaedrisches Kapsid (Nukleoid) eingeschlossen. Dieses Nukleoid ist von einer aus 
der Zellmembran der Wirtszelle stammenden Membranhülle (150) umgeben.  
 
Abbildung 3: Darstellung eines retroviralen Partikels 
 
Nach Integration des Virus in das Genom der Wirtszelle beginnt die Synthese der 
retroviralen RNA am 3´-Ende an einer artspezifischen Sequenz. Diese U5U3-
Sequenzen, auch als LTRs („long terminal repeats“) bezeichnet, schließen die drei 
proteinkodierenden Gene gag, pol und env ein. 
Das gag-Gen (gruppenspezifisches Antigen) enthält die genetische Information für die 
Kapsidproteine. Es wird gemeinsam mit dem pol-Gen aus der vollständigen viralen 
mRNA in ein Vorläuferpolyprotein translatiert. Das gag-Vorläuferprotein wird während 





Dabei handelt es sich um das Matrixprotein (p15), welches mit der Virushülle in 
Verbindung steht, dem Kapsidprotein (p27 bei PERV), das die innere Kernstruktur der 
Virionen bildet und dem Nukleoprotein (p10), das sich ans virale RNA-Genom 
anlagert. 
Aus dem pro/pol-Polyprotein (Protease/Polymerase) gehen die viruseigenen Enzyme 
hervor. Dabei handelt es sich um eine für die Spaltung der Vorläuferproteine 
verantwortlichen Protease. Desweiteren um eine Integrase, deren Funktion in der 
Integration des Provirus in das Wirtsgenom liegt, und um die reverse Transkriptase. 
Dieses Enzym katalysiert mit Hilfe einer als Primer fungierenden, zellulären tRNA die 
Umschreibung der genomischen RNA in eine doppelsträngige DNA. 
Das env-Gen (envelope) bildet das Hüllprotein mit Oberflächen- (SU, gp70) und 
Transmembran- (TM, p15E) Anteilen (151). Das Transmembran-protein vermittelt die 
Fusion der Virusmembran mit der Membran der Wirtszelle. Die Wirtsspezifität der 
Retroviren wird über Interaktionen des Oberflächenproteins mit dem Rezeptor auf der 
Wirtszelle vermittelt (152, 153). 
 
3.3.2.1.2 Der retrovirale Infektionszyklus 
Nach der spezifischen Interaktion der viralen Hüllproteine mit Rezeptoren der 
Wirtszelle wird das retrovirale Kapsid entweder durch Fusion der Hüllmembran mit der 
Cytoplasmamembran der Zielzelle (amphotrope Retroviren) oder durch Endozytose 
(ekotrope Retroviren) (154, 155) aufgenommen und anschließend ins Cytoplasma 
entlassen. Einer der beiden (identischen) RNA-Genomstränge wird dann revers in 
doppelsträngige DNA transkribiert und in den Zellkern transportiert. Spezifische 
Anheftstellen (att) innerhalb der LTRs werden erkannt, deren letzten beiden Nukleotide 
durch virale Integrase abgespalten und an komplementäre Stellen in die 
Chromosomen des Wirtsgenoms integriert. Über einen starken viruseigenen Promotor, 
welcher sich in der Nähe der 5´-LTR befindet, wird die Transkription des Provirus 
gesteuert und virale mRNA und genomische RNA gebildet. Nach Translation der 
mRNA kommt es zur Verpackung der genomischen RNA in das reifende 
Nukleokapsid. Das env-Vorläuferprotein enthält ein Signalpeptid, das dem Transport 
ins endoplasmatische Reticulum dient. Nach Abspaltung des Signalpeptids und 
Prozessierung erfolgt der Export zur Zellmembran, in der die Hüllproteine über eine 
carboxyterminale hydrophobe Sequenz verankert werden.  
Nach Interaktion der env-Proteine mit Proteinen des Nukleokapsids kommt es zur 



















Abbildung 4: Retroviraler Replikationszyklus (Quelle: A. Boller, Paul-Ehrlich-Institut Langen) 
3.3.2.2 Die Charakterisierung porciner endogener Retroviren 
Retroviren werden nach morphologischen Kriterien in Viren vom Typ A, B, C und D 
sowie den komplexeren Lentiviren eingeteilt (157). Bei den derzeit charakterisierten 
porcinen endogenen Retroviren (PERV) handelt es sich um Typ-C- (153, 159, 160) 
und Ty-B-Retroviren (161, 162).  
Breese beschrieb bereits 1970 (163) die Freisetzung von Typ-C ähnlichen retroviralen 
Partikeln aus zwei porcinen Nierenzellinien. 1975 stellt erstmals Lieber (164) die 
biologischen und immunologischen Eigenschaften des porcinen C-Typ Virus dar.  
PERV-Partikel befinden sich als provirale DNA in 30- bis 50facher Kopienzahl in der 
Erbsubstanz aller bisher getesteten Schweinerassen (159, 160, 165-170).  
Sequenzanalysen von PERV zeigen eine enge Verwandtschaft zu den 
Mausleukämieviren, den Katzenleukämieviren, dem Leukämievirus des Gibbonaffen 
und dem endogenen Retrovirus der Paviane (160, 166, 171). 
Der Großteil der proviralen Sequenzen im Schwein ist inkomplett, doch zumindest 
einige der Proviren werden aus Nieren-, Milz-, Haut-, Lungen-, Leber- und 
Pankreasgewebe sowie aus primären porcinen Aortaendothelzellen (PAEC) und aus 
PBL in mRNA transkribiert (160, 166, 167, 172).  
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Infektiöse PERV-Partikel werden von porcinen Zellinien (163, 164), aus porcinen 
Tumoren (173), porcinen Endothelzellen der Aorta (167) und porcinen PBMC (174, 
175) freigesetzt. Auch eine Evidenz für das Vorhandensein von PERV-Partikeln im 
porcinem Serum ist gegeben (176, 177).  
 
Abbildung 5: Aus der porcinen Zellinie PK-15 freigesetzte PERV-Partikel    
  (Quelle: Paul-Ehrlich-Institut Langen) 
 
3.3.2.3 Wirtsspezifität der porcinen endogenen Retroviren 
Drei Subtypen, PERV-A, -B und -C, sind inzwischen gut charakterisiert. Die porcine 
Nierenzellinie PK-15 (158, 171, 178) und primäre Endothelzellen verschiedener 
Schweinerassen (167) produzieren die beiden Subtypen PERV-A und -B.  
Beide sind als sogenannte xenotrope Viren in der Lage, Zellen verschiedener Spezies 
in vitro zu infizieren. Dies wurde auch für humane Zellen wie primäre Endothelzellen 
(167, 171, 174, 179, 180) gezeigt. 
PERV-C werden von mitogenstimulierten Lymphozyten der Yucatan-Schweine und 
von Miniaturschweinen produziert (174). Dabei unterschieden sich die einzelnen 
Minischweine in ihrer Fähigkeit, PERVs zu produzieren, erheblich. PERV-C ist ekotrop 
und infiziert in vitro ausschließlich porcine Zellen (160, 174).  
 
Die PERV-Subtypen unterscheiden sich vornehmlich in den env-Genen. Diese 
kodieren für die Hüllproteine und determinieren damit das Wirtspektrum (153, 171, 
181). Während die Sequenzen für Gag- und Pro/Pol-Proteine Übereinstimmungen von 
über 94% aufweisen, differieren die Env-Proteine um bis zu 30%. Diese Befunde 
deuten darauf hin, dass zumindest drei verschiedene Rezeptoren von PERV zum 
Eintritt in die Zielzelle verwendet werden. Diese scheinen sich ferner von den von 




Abbildung 6: Organisation eines PERV nach M.Niebert 2002.                   
  Die Gene und die ORFs sind als Boxen dargestellt.    
   Abkürzungen: Cap-Transkriptionsstart; PBS- Primerbindungsstelle; PPT-  
  Polypurinbereich; p(A)-poly(A) Adenylierungsstelle. Die LTRs bestehen aus sich  
  wiederholenden Regionen U3 und U5 und besondere Regionen am 3´- bzw. 5´-Ende. 
  SD und SA kennzeichnen die Lage der Spleißdonor- und Spleißakzeptorstellen. 
 
3.3.2.4 Pathogenität der porcinen endogenen Retroviren 
PERV gehören wie verwandte Leukämie- oder Sarcoma-Viren von Maus, Katze und 
Affen zur Klasse der einfachen C-Typ-Retroviren (s.Kap 1.3.3.2). Diese stellen für 
einen gesunden Organismus keine akuten Pathogene dar (182), rufen jedoch z.T. in 
immungeschwächten nichthumanen Primaten Neoplasien hervor (183-185).  
Die Integration der retroviralen RNA in das Genom der Wirtszelle kann verschiedene 
pathogene Folgen haben. Sie kann eine Aktivierung von zellulären Onkogenen oder 
eine Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen hervorrufen, die dann, wie in 
verschiedenen Tiermodellen gezeigt, zur Tumorentstehung führen (186). Die Insertion 
der proviralen DNA kann möglicherweise auch andere zelluläre Gene schädigen (187). 
Da im menschlichen Genom humane endogene Retroviren vorhanden sind, die mit 
den C-Typ Retroviren anderer Säuger einschließlich PERV verwandt sind (188), ist 
eine Rekombination dieser Viren und die Entstehung neuer Viren mit veränderten 
pathogenen Eigenschaften theoretisch möglich.  
Es wurden bereits mehrere Übertragungen von Retroviren über Speziesgrenzen 
hinweg gezeigt. Die wohl bekanntesten Beispiele sind HIV-1 und HIV-2. HIV-1 
resultiert mit hoher Wahrscheinlichkeit aus der Übertragung von SIV (simian 
immunodeficiency virus) des Schimpansen auf den Menschen (189, 190). Für die 
simianen T-Zell-Leukämieviren (STLV) wurden ebenfalls mehrere unabhängige 
Übertragungen von Schimpansen auf den Menschen und möglicherweise auch auf 
andere Affen beschrieben (191-193). Auch für endogene Retroviren wurde diese 
Speziesüberschreitung gezeigt. Von der Maus Mus caroli wurde ein endogenes 
Mausvirus auf Gibbonaffen übertragen (194, 195). Im neuen Wirt ruft dieses als 





Hinzu kommt, dass Retroviren möglicherweise immunsuppressiv wirken (180, 197) 
können. Es wurde gezeigt, dass Retroviren, die in vivo Immundefizienzen hervorrufen, 
auch in vitro verschiedene Immunreaktionen wie bspw. die Proliferation humaner 
Lymphozyten inhibieren (180, 198).  
Verglichen mit anderen humantropen Retroviren sind Titer und Infektiosität von PERV 
niedrig. Nicht zu unterschätzen ist allerdings die Tatsache, dass PERV ein 
ausgesprochen hohes Adaptionspotential aufweisen. Einige Passagen in humanen 
Zellen führen zu stark erhöhter Expression und Infektiosität solcher humanisierter 
PERVs (181, 199).  
 
3.3.2.5 Faktoren, welche das Infektionspotential von PERV im Rahmen einer 
Xenotransplantation beeinflussen 
 
Genau wie für aus Gal α-1,3 Gal-exprimierenden Zellen freigesetzten HIV und murinen 
Retroviren beschrieben (200-204), tragen wahrscheinlich auch PERV-Partikel Gal α-
1,3 Galepitope auf ihrer Hüllmembran und sind deshalb in humanem Serum sensitiv 










Abbildung7: Komplement-vermittelte Virolyse von PERV-Partikeln nach Bindung von anti  
  Gal- α1.3 Galantikörpern in humanem Serum  (Quelle: Ulrich Martin) 
Diese effektive Lyse der PERV-Partikel würde durch die Verwendung der für eine 
erfolgreiche Xenotransplantation erforderlichen Gal KO-Schweine, die im Jahre 2002 
(205, 206) geschaffen wurden, unterbleiben. Die aus ihren Organen freigesetzten 
PERV-Partikel exprimieren kein Gal-Epitop mehr und sind somit zumindest im 





Neben der medikamentösen Unterdrückung der humoralen und zellspezifischen 
Abwehr des Empfängers stellt die Verwendung transgener Spendertiere mit 
Expression von RCA ein zusätzliches Problem dar. Die potentielle Infektionsgefahr 
wird durch das Einbringen eines humanen Komplementregulators wie CD46, CD55 
oder CD59 gesteigert, weil selbiger nach Aussprossung des Virus aus einer infizierten 
Zelle auch auf der Virusmembran exprimiert ist. Diese freigesetzten Viren sind mit 
einer „Tarnkappe“ versehen und somit wahrscheinlich geschützt vor 
komplementvermittelter Lyse des Wirtsorganismus (207-209) sind. Takefman (210) 
zeigte kürzlich, dass aus einer für CD59 transgene porcinen Zellinie freigesetzte Viren 
CD59 in ihre Hülle inkorporiert hatten und sich weitestgehend als serumresistent 
erwiesen. 
Weiterhin muss beachtet werden, dass einige der zur Generierung der transgenen 
Tiere verwendeten Komplementregulatorproteine von verschiedenen Viren als 
Rezeptoren verwendet werden. CD46 (211, 212) ist bspw. der Rezeptor für das 
Masernvirus. CD46-transgene Schweine könnten von einem Menschen mit dem 
Masernvirus infiziert werden und diese Infektion an den Organempfänger weitergeben. 
CD55 (DAF) stellt für Picornaviren Echo und Coxsackie B den Rezeptor dar (213) 
(214). Coxsackie-Viren rufen eine Myokarditis hervor und könnten sowohl eine Gefahr 
für das xenotransplantierte porcine Herz als auch für das humane Herz 
immunsupprimierter Rezipienten, die andere Transplantate erhalten haben, darstellen.  
 
3.3.2.6 In vivo Infektionsstudien im Kleintiermodell 
In verschiedenen Studien wurde nachgewiesen, dass Zellen mehrerer 
Kleintierspezies, darunter Maus, Ratte, Katze und Nerz in vitro suszeptibel für PERV-
Infektionen sind (174, 179, 215, 216). Erste in vivo PERV-Infektionsstudien unter 
Verwendung von Ratten und Meerschweinchen, mit CyA oder Cobra Venom Faktor 
behandelt und, zum Vergleich, nicht immunsupprimiert, führten nicht zur Infektion der 
Versuchstiere (217).  
Bei der Auswertung dieser Modelle müssen zwei Punkte beachtet werden. Eine 
Übertragbarkeit der Immunsuppressionsprotokolle, wie sie in präklinischen 
Primatenmodellen angewandt werden, ist nicht gegeben. Zum anderen verfügen die 
Kleintierinfektionsmodelle nicht über die wohl wichtigste humane Barriere gegenüber 
PERV-Infektion, die Gal α-1,3 Galaktoseantikörper. 
Van der Laan (218) und Deng (219) berichteten 2001 über eine PERV-Infektion in 




Diese Ergebnisse waren hinsichtlich der zum einen fehlenden zellulären und 
humoralen Immunkompetenz der SCID-Mäuse und einer gezeigten Übertragung in 
vitro von PERV auf murine Zellen (179) nicht unerwartet. Ein weiterer Punkt betrifft die 
Tatsache, dass SCID-Mäuse genauso wie Nude-Mäuse (220) murine Leukämieviren 
(MLV) freisetzen, so dass eine MLV-Infektion der transplantierten porcinen Zellen mit 
nachfolgender Freisetzung von MLV-PERV-Pseudotypen denkbar ist. Bei 
gleichzeitiger Infektion einer Zelle mit zwei verschiedenen behüllten Viren kann eine 
phänotypisch gemischte neue Virusgeneration produziert werden. Solche Pseudotyp-
Viren enthalten die genetische Information und die inneren Strukturproteine von einem 
Virus, besitzen jedoch in der Hülle Proteine von einem anderen oder von beiden Viren. 
Daher haben Pseudotypviren das Infektionsspektrum des anderen oder beider 
parentaler Viren. Dieser alternative Übertragungsweg für PERV könnte zu falsch 
positiven Ergebnissen geführt haben.  
 
3.3.2.7 Retrospektiv durchgeführte Studien an Patienten 
Obwohl in vitro-Daten auf ein Infektionsrisiko durch Retroviren bei xenogener 
Transplantation hindeuten könnten, gibt es hierfür bisher in vivo keine positiven 
Befunde.  
In einer 1999 veröffentlichten Studie von Novartis (221) wurden 160 Patienten 
untersucht, die unter verschiedenen Behandlungsregimes bis zu 460 Tage mit 
lebenden Schweinezellen in Kontakt gekommen waren. Es ließen sich keine PERV-
Sequenzen in den zur Kontrolle entnommen Gewebe- und Blutproben nachweisen. 
Bei einer Reihe von russischen Patienten, die für 50-60min eine extrakorporale 
Milzperfusion erhalten hatten, wurden chimäre porcine Zellen oder auch nur porcine 
DNA über einen Zeitraum von 8,5 Jahren nachgewiesen. Studien einzelner Patienten 
aus diesem Kollektiv waren bereits zuvor mit denselben Ergebnissen publiziert worden 
(15, 222, 223).  
In einer weiteren Studie wurden Patienten mit Parkinson-Krankheit (PD) und 
Huntington-Krankheit (HD) nach Implantation von fetalen porcinen Neuronen 
untersucht (16, 224). Hierbei zeigten sich die untersuchten PBMC von insgesamt elf 
PD-Patienten und zwölf HD-Patienten über einem Zeitraum von 6 bis 24 Monaten 
negativ für PERV.  
Zwei Patienten mit fulminantem Leberversagen, die 6,5 bzw. 10 Stunden ex vivo an 
hCD55/hCD59 transgene Schweinelebern angeschlossen waren und anschließend 
eine Lebertransplantation erhielten, zeigten im Zeitraum von 6 bis 24 Monaten nach 
der Perfusion ebenfalls keine Evidenz für eine PERV-Infektion (225).  
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Auch fünf mit einem mit porcinen Hepatozyten gefüllten Biorektor behandelte 
Patienten waren in den durchgeführten Tests negativ für PERV (226).  
Die Untersuchungen wurden in allen Studien mittels PCR und immunologischen 
Methoden durchgeführt. Eine Vielzahl weiterer diagnostischer Tests wurde spezifisch 
für die Detektion von PERV entwickelt(227-233). 
 
Obwohl diese Ergebnisse vielversprechend sind, muss betont werden, dass das 
untersuchte Patientenkollektiv kaum die Umstände einer heutigen klinischen 
Xenotransplantation widerspiegelt. Alle bisherigen retrospektiven Studien wiesen 
diesbezüglich folgende Mängel auf: 
1. Keinem der Patienten wurde ein komplettes Schweineorgan transplantiert 
2. Weniger als 10% der untersuchten Patienten erhielten eine Immunsuppression  
3. Es wurden keine Zellen oder Gewebe von Schweinen, die auf ihrer Oberfläche 
humane Komplementregulatoren tragen oder Gal-KO sind, verwendet 
4. In den meisten Fällen war der Kontakt zu porcinem Material sehr kurz  
5. Eine potentielle Reduktion natürlicher XNA durch Immunadsorption (Säule oder 
Organperfusion), die ein Überleben von PERV-Partikeln im Serum erleichtern 
würden, wurde nur in zwei Patienten nach extrakorporaler Nierenperfusion 
untersucht. 
Evident ist auch, dass es in nicht immunsupprimierten Personen, auch wenn diese 
Kontakt zu Schweinen oder Schweineblut hatten wie bspw. Schlachtern, zu keiner 
nachweisbaren PERV-Infektion kommt. Bei Untersuchung entsprechender Personen 
und in der normalen Bevölkerung wurden bis jetzt keine PERV-Sequenzen 
nachgewiesen. 
 
Zur Klärung sind also weitere in vivo Infektionsstudien in geeigneten Modellen 
notwendig, um umfangreichere Aussagen bezüglich der Infektiosität von PERV unter 
den Bedingungen klinischer Xenotransplantationen treffen zu können.  
 
3.3.2.8 In vivo Infektionsstudien im Primatenmodell  
Im Gegensatz zu Kleintiermodellen sind Primatenmodelle sehr gut in der Lage, die 
Bedingungen einer klinischen Xenotransplantation widerzuspiegeln. Zum einen 
besitzen sie ein dem Menschen vergleichbares Immunsystem und zum anderen 
exprimieren sie ebenfalls anti -Gal-Antikörper.  
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Entgegen ersten Publikationen konnte u.a. auch in unserer Arbeitsgruppe gezeigt 
werden, dass Zellen von Schimpansen, Gorillas, Pavianen und Javaneraffen neben 
zwei B-lymphozytären Pavianzellinien mit PERV infizierbar sind (216, 234).  
Bis zu diesem Zeitpunkt wurden mehrere in vivo Xenotransplantationsstudien mit 
subhumanen Primaten z.T. unter Verwendung transgener porciner Spenderorgane 
durchgeführt. Die untersuchten Tiere zeigten sich alle negativ hinsichtlich einer PERV-
Infektion (216, 235-237). 
In vivo allerdings konnte selbst bei Verwendung hoher Virusdosen, verschiedener 
Immunsuppressiva und humanadaptierter hochtitriger Viren eine Übertragung auf 
Nerze, Ratten, Rhesusaffen, Schweinsaffen und Paviane nicht nachgewiesen werden 
(216, 238, 239). Für die Gewinnung humanadaptierter Viren wurden von porcinen 
Zellen freigesetzte PERV-Partikel wiederholt auf humane Zellen passagiert. Das noch 
vorhandene α-Galepitop in der Hüllmembran der freigesetzten PERV geht dabei durch 
die Passagen verloren. Die dann exprimierten PERV-Partikel sind besser vor dem 
Immunsystem des Empfängers geschützt (s. Kap.3.1.3). Damit wurde die Situation, die 
bei einer Xenotransplantation eintreffen würde, partiell simuliert. Die humanadaptierten 
Viren sind durch höhere Titer und genetische Veränderungen in den LTRs 
charakterisiert (199, 238). 
Die Eignung der subhumanen Primatenmodelle zur Fragestellung einer möglichen 
PERV-Infektion wird noch immer kontrovers diskutiert. Es scheint zumindest recht 
wahrscheinlich, dass die Zellen der meisten Primaten weniger suszeptibel sind als 
humane Zellen. 
 
3.3.2.9 Entwicklung eines „Drei-Spezies“ in vivo Infektionsmodells 
Für die Übertragbarkeit der klinischen Behandlungsprotokolle vor und während der 
Xenotransplantation und das Vorhandensein der  Gal Antikörper in den Empfänger-
tieren sind Primatenmodelle bestens geeignet. Humane Endothelzellen sind im 
Gegensatz zu Primatenzellen sehr suszeptibel für PERV. In dem von uns entwickelten 
„humanisiertem Drei-Spezies-Xenotransplanationsmodell“ werden die genannten 
Vorteile miteinander kombiniert.  
Zum Studium der Übertragbarkeit von PERV wurden nicht modifizierte und hCD59 
transgene porcine Nieren in immunsupprimierte Javaneraffen transplantiert. Die Vena 
renalis des Empfängers wurde dabei durch ein humanes Veneninterponat, welches 
aus humaner Vena saphena generiert wurde, ersetzt. Bedingt durch den natürlichen 
Blutfluss kommen aus dem porcinen Organ freigesetzte Viren unmittelbar danach in 
direkten Kontakt zu humanen Endothelzellen.  
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Diese kleiden von innen das Interponat aus. Endothelzellen tragen PERV-spezifische 




Folgende Aufgabenstellungen sollten im Rahmen dieser Promotion bearbeitet werden:  
 
1. Herstellung von Gene-targeting Konstrukten zur Inaktivierung des porcinen 
Galaktose -1,3 Galaktosyltransferasegens.  
 
a) Der KO-Vektor soll in einer PERV-freisetzenden porcinen 
Endothelzellinie angewendet werden. Diese soll später zur 
Untersuchung benutzt werden, ob Gal -1,3 Gal negative 
PERV-Partikel in Tiermodellen zu in vivo Infektionen führen. 
Darüber hinaus soll die generierte Zellinie dazu dienen, im 
Rahmen einer Expressionsklonierung Gal -1,3 Gal-
unabhängige xenoreaktive Epitope zu identifizieren. 
 
b) In Kooperation mit der FAL Mariensee soll mit dem Vektor ein 
Gal -1,3 Gal “Knock out“ Schwein hergestellt werden.  
 
 
2. Analyse einer potentiellen PERV-Übertragung in einem humanisierten in vivo 
PERV-Infektionsmodells. In ein in Hannover bereits etabliertes Primatenmodell 
zur diskordanten Xenotransplantation erfolgte die zusätzliche Transplantation 
eines humanen Venensegments. So wurde die in solchen Tiermodellen 
gegebene gute klinische Übertragbarkeit der angewendeten 
Immunsuppressionsprotokolle mit der hohen Suszeptibilität humaner 












E.A.S.Y 429 K    (Herolab, Wiesloch) 
Brutschrank: 
 Modell BB 6220    (Hereaus, Osterode) 
 Modell 3032     (Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel) 
Durchflußzytometer:  
FACScanTM     (Becton Dickinson, Heidelberg) 
Elektrophoresekammern: 
 Horizontalgelkammern Sub-Cell GT und Mini-Sub (Bio-Rad, München) 
Elektroporationsgerät:  
Gene PulserII und Gene Controler (Bio-Rad, München) 
Film-Kassetten: 
 X-OMAT mit Verstärkerfolie  (Kodak, Rochester, USA) 
Heizblock: 
 Thermomixer 5437    (Eppendorf, Hamburg) 
Hybridisierungsofen:    (Saur, Reutlingen) 
Mikroskope: 
 BX 40     (Olympus, Japan) 
 CK 40     (Olympus, Japan) 
 Eclipse TE 300    (Nikon, Düsseldorf) 
Mikrowelle: 
 MW 4270 E     (HTS, Mettmann) 
PCR-Thermocycler: 
 TRIO und UNO II Thermoblock  (Biometra, Göttingen) 
 iCyclerQTM     (Bio-Rad, München) 
pH-Meter: 
 pH 538     (WTW, Weilheim) 
Photometer: 
 Bio Photometer    (Eppendorf, Hamburg) 
Spannungsgerät: 





Spezielle Software für EDV: 
CELLQuestTM    (Becton Dickinson, Heidelberg) 
WinMDI 2.1.3 (Copyright J. Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, USA)  
Sterilbank: 
 Hera Safe HS18    (Hereaus, Osterode) 
Thermomixer: 
 MS1 Minishaker    (Ika-Works, USA) 
UV-Crosslinker: 
UV-StratalinkerTM    (Stratagene, La Jolla, USA) 
UV-Tisch: 
 Transilluminator TI1   (Biometra, Göttingen) 
Wasserbad: 
 Modell 1083     (Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel) 
Zentrifugen: 
 Avanti J-25     (Beckman, Glenrothes, UK) 
 BIOfuge fresco    (Hereaus, Osterode) 
 Megafuge 1.0R    (Hereaus, Osterode) 




 HyperfilmTM      (Amersham, Braunschweig) 
Filterpapier: 
 Whatman, 3MM CHR    (Whatman Inter Ltd., Maidstone, USA) 
 Cloning Discs     (Sigma, Deisenhofen) 
Küvetten: 
 3ml Acryl-Küvetten     (Sarstedt, Nümbrecht) 
Quarzküvetten     (Hellma, LAT, Garbsen) 
Elektroporationsküvetten, d=1mm (Bio-Rad, München) 
Membranfilter: 
 Nylonmembran Hybond.N+   (Amersham, Freiburg) 
Reaktionsgefäße: 
 0,5ml Polycarbonatröhrchen   (Becton Dickinson, New Jersey) 
 0,65ml und 1,7ml Safe Seal Tubes  (Roth, Karlsruhe) 
 0,5ml und 1,5ml     (Sarstedt, Nürnberg) 
 1,8ml Einfrierröhrchen    (Nunc, Dänemark) 
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 15ml und 50ml Falcons    (Greiner, Frickenhausen) 
 15ml Polystyrolröhrchen für Zellkultur  (Becton Dickinson, New Jersey) 
 Mikrotiterplatten, Polystyrol, Rundboden (Greiner, Frickenhausen) 
Säulen und Aufreinigungskits: 
 EndoFreeTM Plasmid Midi Kit   (Qiagen, Hilden) 
 Midi Plasmid Kit     (Qiagen, Hilden) 
 Large-Construct Kit    (Qiagen, Hilden) 
 Oligotex mRNA Mini Kit    (Qiagen, Hilden) 
 QIAampR DNA Blood Mini Kit   (Qiagen, Hilden) 
 QIAampR Viral RNA Kit    (Qiagen, Hilden) 
 QIAEX II Gel Extraktion Kit   (Qiagen, Hilden) 
 QIAquick Gel Extraction Kit   (Qiagen, Hilden) 
 QIAquick PCR Purification Kit   (Qiagen, Hilden) 
 S.N.A.P.TM MiniPrep Kit   (Invitrogen, Groningen, Niederlande) 
Sterilfilter: 
 Minisart NML, 0,45 und 0,22µm   (Sartorius, Göttingen) 
Zellkulturflaschen für adhärente Zellen: 
 25cm2 Polystyrol     (Greiner, Frickenhausen) 
 75cm2 Polystyrol, 250ml    (Corning Costar, Niederlande) 
 175cm2 Polystyrol, 650ml    (Corning Costar, Niederlande) 
 
4.3 Chemikalien 
Agarose ultraPure      (Life Technologies, Eggenstein) 
Ampicillin       (Invitrogen, Leek, Niederlande) 
Blocking Reagent     (Roche, Mannheim) 
BMV-RNA (520µg/ml)    (Promega, Madison, USA) 
Bovines Serumalbumin, Fraktion V  (Boehringer, Mannheim) 
Bromphenolblau      (Serva, Heidelberg) 
CDP-StarTM      (Boehringer, Mannheim) 
Chloroform       (Merck, Darmstadt) 
Desoxynukleotide ultra pure   (Amersham, Freiburg) 
Diaminobenzidin      (DAKO A/S, Glostrup, Dänemark)) 
Diethylpyrocarbonat    (Sigma, Deisenhofen) 
Dimethylformamid     (Roth, Karlsruhe) 





 DIG-markierter Marker II    (Roche, Mannheim) 
1 KB-Ladder     (Life Technologies, Eggenstein) 
 pBS DNA-Marker, mit Hpa II verdaut (Natutec, Frankfurt) 
 Smart SF Ladder     (Eurogentec, Heidelberg) 
dNTP       (Amersham Pharm. biotech, Freiburg) 
DTT       (Roche, Mannheim) 
Ethanol       (Baker, Deventer) 
Ethidiumbromid (10mg/ml)   (Sigma, Deisenhofen) 
Fötales Kälberserum     (Life Technologies, Eggenstein)  
Formalin      (Merck, Darmstadt) 
Formamid      (Sigma, Deisenhofen) 
Gelatine       (Sigma, Deisenhofen) 
L-Glutamin       (Biochrom/Seromed, Berlin) 
Glutaraldehyd (25%ige Lsg.)   (Merck, Darmstadt) 
Glycerin       (Sigma, Deisenhofen) 
Glykogenlösung 20mg/ml     (Boehringer Mannheim) 
Guanidiniumisothiocyanat    (Life Technologies, Eggenstein) 
Härris-Hämatoxylin     (Merck, Darmstadt) 
Harnstoff      (Life Technologies, Eggenstein) 
Heparin       (Seromed/Biochrom, Berlin) 
Holo-Transferrin     (Sigma, Deisenhofen) 
Hypoxanthin      (Sigma, Deisenhofen) 
Isoamylalkohol      (Sigma, Deisenhofen) 
Isopropanol       (Sigma, Deisenhofen) 
Kaliumhexacyanoferrat III    (Sigma, Deisenhofen) 
Kaliumhexacyanoferrat II-trihydrat  (Sigma, Deisenhofen) 
Kanamycin      (Sigma, Deisenhofen) 
Lipofectamin/Lipofectin    (Life Technologies, Eggenstein) 
Maleinsäure      (Sigma, Deisenhofen) 
MOPS       (Sigma, Deisenhofen) 
N-Lauroyl-Sarcosine    (Sigma, Deisenhofen) 
Non essential Amino Acids 100x   (PAA Laboratories, Cölbe) 
Penicillin (10000U/ml)/ Streptomycin (10000µg/ml) (Biochrom/Seromed, Berlin) 
Phenol       (Sigma, Deisenhofen) 
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Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  (Roth, Karlsruhe) 
Poly A (10mg/ml)     (Roche, Mannheim) 
Procipitate TM     (LigoChem, Fairfield NJ, USA) 
RNA-Marker: 0,24-0,95 kb-Ladder   (Life Technologies, Eggenstein) 
Streptavidin-Phycoerythrin   (Vector Lab., Burlingame, USA) 
Tergitol (NP40)     (Sigma, Deisenhofen) 
Tetrazyklin      (Calbiochem, Schwalbach) 
Tissue TEK medium     (O.C.T.comp., Sakura, Netherlands) 
TRI Reagent LS      (Molecula Research, Cincinnati, USA) 
TRIzol Reagent     (Life Technologies, Eggenstein) 
Trypanblau      (Serva, Heidelberg) 
X-Gal        (Roth, Karlsruhe) 
Zeozin TM      (Invitrogen, Leek, Niederlande) 
Alle anderen Chemikalien wurden in p.A. Qualität von der Firma Merck, Darmstadt, 
bezogen. 
 
4.4 Enzyme und Enzymkits 
Calf Intestinal Phosphatase (CIP)   (New England BioLabs, Frankfurt) 
Collagenase A aus Clostridium histolyticum  (Roche, Mannheim) 
DIG-Oligo Labeling Kit    (Roche, Mannheim) 
DNA Polymerase I, (Klenow)   (New England BioLabs, Frankfurt) 
DNase I, RNase-frei     (Promega, Madison, USA) 
Mung Bean Nuklease     (New England BioLabs, Frankfurt) 
Proteinase K      (Merck, Darmstadt) 
Restriktionsendonukleasen    (New England BioLabs, Frankfurt)) 
Reverse Transkriptase, AMV    (Promega, Madison, USA) 
Reverse Transkriptase, M-MLV   (Promega, Madison, USA) 
Ribonuklease H     (Promega, Madison, USA) 
RNase Block Ribonuklease Inhibitor  (Stratagene, Heidelberg) 
RNase, DNAse-frei     (Qiagen, Hilden) 
S1 Nuclease      (MBI Fermentas, Heidelberg) 
Streptavidin-Peroxidase     (DAKO A/S, Glostrup, Dänemark) 
Taq-Polymerasen: 
 Expand Long Template PCR System  (Roche, Mannheim) 
 MasterAmpTM Tfl DNA Polymerase      (BiozymEpicentre, Hess. Oldendorf) 
 ProofStartTM DNA Polymerase   (Qiagen, Hilden) 
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 Pwo High fidelity DNA Polymerase  (Eurogentec, Alameda, USA) 
 RedTaqTM Polymerase   (Sigma, Deisenhofen) 
T4 DNA-Ligase     (MBI Fermentas, Heidelberg) 
TOPO TA Cloning Kit     (Invitrogen, Leek, Niederlande) 
Trypsin/EDTA-Lsg     (PAA Laboratories, Linz, Austria) 
 
4.5 Antikörper und Lektine 
Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments  (Roche, Mannheim) 
Goat anti-mouse IgG, FITC-konjugiert   (Becton Dickinson, San Jose, USA) 
Horse anti-mouse IgG (H+L), biotinyliert  (Vector Lab., Burlingame, USA) 
Mouse anti-human CD31, Klon WM-59  (Pharmingen, San Diego, USA) 
Mouse anti-human CD31, Klon WM59, FITC-konjugiert (Pharmingen, S. Diego, USA) 
Mouse anti-human CD31, Klon JC/70A   (DAKO A/S, Glostrup, Dänemark) 
Mouse anti-human CD49e, Klon IIA1   (Pharmingen, San Diego, USA) 
Mouse anti-human CD90, Klon 5E10  (Pharmingen, San Diego, USA) 
Mouse anti-human HLA-A, B, C; Klon G46-2.6 (Pharmingen, San Diego, USA) 
Mouse IgG1       (DAKO A/S, Glostrup, Dänemark) 
 
Griffonia simplicifolia 1 Isolectin B4, biotinyliert (Vector Lab., Burlingame, USA) 
Ulex Europaeus Agglutinin I, FITC-konjugiert (Vector Lab., Burlingame, USA) 
 
4.6 Oligonukleotide 
Bis auf die extra beschriebenen Ausnahmen wurden alle für die Konstruktion der 
Primer benötigten Sequenzen aus der Pubmed-Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
bezogen und bei MWG Biotech synthetisiert und aufgereinigt. 
 
Housekeepinggene: 
XE 12 GAPDH, sense-Primer, Pos. 540-557 GC CAA GGT CAT CCA TGA 
XE 13 GAPDH, RAS-Primer, Pos. 893-876 CA GTG TAG CCC AGG ATG 
# 3 ß-Aktin, sense-Primer   GACGAGGCCC AGAGCAAGAG 
# 4 ß-Aktin, RAS-Primer   ATCTCCTTCT GCATCCTGTC 
 
Promotoren: 
SP6       ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA 
T7       TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 
M13 Reverse Primer    CAG GAA ACA GCT ATG AC 




Tfr 5 Rezeptor, Exon 4, Sense-Primer,  GGCTATTGTAAAGGGGTAGA 
Tfr 6 Rezeptor, Exon 4, RAS-Primer,  GGTGCTGGTGAAGTCTGTG 
 
Primer für Klonierungen: 
XE 128 3 Stoppcodons (je frame eines), dann Sequenz CITE aus pCITE-2a(+)  
GTAGCTGACTAATTCCGGTTATTTTCCAC 
XE 137 Sequenzierprimer (sense) in pCITE-2a(+), Pos.: 293-312 
CCAGTGCCACGTTGTGAGTT 
XE 151 CITE-Region aus pCITE-2a(+) liegender RAS-Primer, Pos.: 498- 478 
  GGGGACGTGGTTTTCCTTTG 
XE 138 Zeomycinresistenz aus pCDNA3.1/Zeo, RAS-Primer, Pos.: 2602-2581 
CTTTCATAGAAGGCGGCGGT 
XE 132 Neomycinresistenzgen, sense-Primer, aus pEGFP-C1, Pos: 3469-3489 
CCATCACGAGATTTCGATTC 
XE 139 Neomycinresistenzgen, RAS-Primer, aus pSV KeoX1, Pos.: 1503-1480 
GAAATCTCGTGATGGCAGGTT 
XE 158 sense-Primer, pSVKeo (Pos. 1585-1606), pMW8Neo (Pos. 1572-1593) 
GATCTCATGCTGGAGTTCTTCG 
 
Primer spezifisch für die porcine α 1,3-Galaktosyltransferase (AF221512.1):  
XE 62  sense-Primer, Exon 2: -26 bis -10 CAGCTTCTGCCGATCAG 
S 16  sense-Primer, Exon 4: -9 bis 11  GAGAAAATAATGAATGTCAA 
XE 81  sense-Primer,Exon 4: 22-45   GTTCTGTCAATGCTGCTTGTCTCA 
XE 157 RAS-Primer, Intron 4             AACTCTCTGGAATGCTTTCTTACG 
XE 123 sense-Primer, Intron 4   ACTATGCCACAGCAGGAACTC 
XE 124 sense-Primer, Exon 5: 89-112      GTTCTTTGTTCTGGATATACCAG 
XE 82  RAS-Primer,Exon 5: 114-89       GACTGGTATATCCAGAACAAAGAAC 
XE 30  RAS-Primer, Exon 7: 193 bis 176 TGGTAACTGGAGTCCCA 
S15  RAS-Primer, Exon 9: 1095-1115            AGTCAGATGTTATTTCTAAC 
XE 83  sense-Primer, 3´UTR: 1342-1360 GTGCCAGCAGTTTTCTGA 
XE 136 RAS-Primer, 3`UTR: 1454 bis 1333     GTACTTACTGTGTTGGTATTTT 
XE 71  sense-Primer, 3´UTR: 2520-2548 TGCACTGACTTGATGTTCA 
XE 152 sense-Primer, 3´UTR: 2631-265  CTCTATAACGCAAGTTTATGGAATC 
XE 72  RAS-Primer, 3´UTR: 2943-2924            AATAAGATCTTGAATTTGTCC 
XE 153 RAS-Primer, 3`UTR: 3456-3432   CTTCGACTTAGATCTGATCCATAC 
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XE 154 RAS-Primer, 3´UTR: 3659-3636   GGCAGTTAGTTACTTCAGTGCATC 
XE 155 RAS-Primer, 3´UTR: 3686-3664 GCCTTATTCTACTAGTTCTTCCC 
 
PERV-spezifische Primer: 
XE 1  PERV-Protease, Sense-Primer, Pos.: 2277-2303 
  GCTACAACCA TTAGGAAAAC TAAAAG 
XE 2  PERV-Protease, RAS-Primer, Pos.: 2579-2603 
  AACCAGGACT GTATATCTTG ATCAG  
XE 119 PERV-Protease, sense-Primer, Pos.: 2234-2258  
CAACCAGTTGAGTTCCTGGTGATA    
XE 120 PERV-Protease , RAS-Primer, , Pos: 2722-2699  
GTACTGTCTGACTGATACTGGTGT 
XE 42  porciner mitochondrialer Sense-Primer nach W. Heneine  
  TCACCCATCA TAGAAGAACT CCTACA 
XE 43  porciner mitochondrialer RAS-Primer nach W. Heneine  
  TTTTACGGTT AAGGCTGGGT TATTAATT 
 
Primer für den RT-Assay 
XE 9  BMV-RNA, sense-Primer, Pos.3080-3104, 
  GTGGTTGACACGCAGACCTCTTAC 
XE 10  BMV-RNA, RAS-Primer, Pos. 3219-3195,  
  TCAACACTGTACGGCACCCGCATTC 
XE 11  BMV-RNA, RAS-Primer, Pos. 3247-3224  
  GGTCTCTTTT AGAGATTTAC AGTG 
XE 14  BMV-RNA, sense-Primer, Pos. 3104-3130 














4.7.1 pBluescript SK(-) 








Der pBluescript II SK- (Stratagene, Heidelberg) wurde zur Subklonierung der 3´UTR 
aus der porcinen α-1,3 Gal GT für die Generierung von pMW8Neo verwendet.  
 










Der pCRII-TOPO war Bestandteil des TOPO TA Klonierungskits (Invitrogen, NV 
Leek, Niederlande) und wurde zum Klonieren von PCR-Produkten bis zu einer Größe 
von 3500bp verwendet. 
 











Der pCR-XL-TOPO war Bestandteil eines TOPO TA Klonierungskits (Invitrogen, NV 
Leek, Niederlande) und wurde zur Klonierung von PCR-Fragmenten ab einer Größe 
von 3500bp verwendet. 
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Der pcDNA3.1/Zeo (Invitrogen, NV Leek, Niederlande) diente als Quelle für das bei 
der Klonierung verwendete Zeozinresistenzgen in pMW8Neo. 
 














In pBeloBAC 11 (California Institute of Technology, Pasadena, USA) befinden sich 


















Aus pSVKeo X1 (freundlicherweise von Dr. Frank Stewart, EMBL Heidelberg zur 













Aus dem pCITE-2a(+) (Novagen, Darmstadt) wurde die CITE-Region für 
Generierung des pMW8Neo isoliert. 
 
Folgende Plasmide wurden zusätzlich verwendet: 
pEGFP-C1    (Clontech, Palo Alto, USA) 
phrGFP-1    (Stratagene, Heidelberg) 




E.coli DH10B (Life Technologies, Eggenstein) 
 Genotyp: F-, mcrA D (mrr-hdsRMS-mrcBC) ƒ80dlacZDM15 DlacX74deoR 
 recA1 endA1, araD139, D(ara,leu)7697galU galK1-rpsL, nupG 
E.coli DH5α (Life Technologies, Eggenstein) 
Genotyp: F-, 80dlacZM15, (lacZY-A-arg-F)U169, recA1, endA1, hsdR17, 
(rK,mK+), supE44, λ-, thi-1, gyrA, relA1. 
E.coli TOP 10 (Invitrogen, Leek, Niederlande): 
 Genotyp: F-, mcrA, (mrr-hsdRMS-mcrBC), 80lacZM15, lacX74 recA1, 
 deoR  araD139  (araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR), endA1 nupG 
6 verschiedene BAC-Klone (in DH10B) wurden uns freundlicherweise von Herrn 














Die LB-Medien wurden von Fa Diffco (Detroit, USA) bezogen und das SOC-Medium 
war Bestandteil des TOPO-TA Kits der Fa. Invitrogen (Leek, Niederlande). 
LB-Medium:  10g Bacto-Trypton, 5g Bacto-Hefeextrakt, 10g NaCl 
   mit aq.dest ad 1l, pH 7,5, autoklavieren 
LB-Agar:  10g Bacto-Trypton, 5g Bacto-Hefeextrakt, 10g NaCl 
   15g Bacto-Agar 
   mit aq.dest ad 1l, pH 7,2, autoklavieren 
SOB-Medium: 20g Bacto-Trypton, 5g Bacto-Hefeextrakt, 5g NaCl 
   1,5g KCl, 10mM MgCl2, 10mM MgSO4 
   mit aq.dest ad 1l, pH 6,9, autoklavieren 
SOC-Medium: SOB-Medium mit 20mM Glukose 
 
Bei Zugabe von Antibiotika wurde folgende Konzentration eingesetzt: 
Ampicillin:   80µg/ml, Stammlsg. 50mg/ml in H2O, Aufbewahrung bei -20oC 
Chloramphenicol:  50µg/ml, Stammlsg. 34mg/ml in EtOH, Aufbewahrung bei -20°C 
G418:   0,2-1mg/ml, Stammlsg. 50mg/ml in PBS,Aufbewahrung bei -20°C 
Kanamycin:   30µg/ml, Stammlsg. 50mg/ml in H2O, Aufbewahrung -20°C 




C42:  Eine B-Lymphozytäre Zellinie vom Pavian (Papio hamadrias) 
HEK 293: Mit T-Antigen immortalisierte humane embryonale Nierenepithelzellinie 
HMC30: Eine humane Mastzellinie 
PEDNSV 1.1: Mit SV40 T-Antigen immortalisierte porcine Aortenendothelzellinie  
  Diese wurde uns freundlicherweise von D. Sachs, Harvard University in 
  Boston zur Verfügung gestellt. 
PED2*3 Ein G418-resistenter Klon nach Transfektion von PEDSV.15 mit dem  
  α-1,3 GT-Vektor pGALLAWAY; ein weiterer Klon PED2*3.51 wurde uns 
 von Prof. Seebach im September 2002 zur Verfügung gestellt 






4.9.2 primäre Zellen 
HUVEC:  humane Endothelzellen; isoliert aus der Umbellikalvene 
HVEC:  humane Endothelzellen; isoliert aus der Vena saphena 
CyVec:  Endothelzellen von Cynomolgusaffen; isoliert aus Vena saphena 
hFibro:  humane Fibroblasten; isoliert aus Vena saphena 
 
4.9.3 Medien 
DMEM/NUT.Mix F-12    (Life Technologies, Eggenstein) 
Dulbeccos modifiziertes EAGLE Medium (Life Technologies, Eggenstein) 
EGM-2 with Endothelial Cell supplements (Cell Systems, St.Katharinen),  
Endothelial Cell Growth Medium with SupplementPack (PromoCell, Heidelberg) 
RPMI 1640 Medium    (Life Technologies, Eggenstein) 
Opti-MEM 1 , serumfreies Medium  (Life Technologies, Eggenstein) 
 
Alle verwendeten Medien wurden mit 10% FCS (Life Technologies, Eggenstein) und 
zur Verhinderung bakterieller Kontaminationen mit 100µg/ml Streptomycin und 
100U/ml Penicillin supplementiert. 
Die Zellen wurden bei 37oC in feuchter Atmosphäre mit 5% CO2 kultiviert. 
 
4.10 Puffer und Lösungen 
Die nachfolgenden Puffer und Lösungen wurden häufiger verwendet und werden in 
ihrer Zusammensetzung an den entsprechenden Stellen des Methodenteils nicht 
mehr beschrieben. 
Extraktionspuffer:  1% SDS; 15mM EDTA pH7.5; 0.1M Tris-pH7.5 
Quickie-Puffer:  40% Glycerin, 0,25% Bromphenolblau 
10xDNA-Beladungspuffer: 0,1M EDTA, 2% SDS, 60% Glycerin, Bromphenolblau 
2xRNA-Beladungspuffer:  50% Formamid, 20% Glycerin, 2,2M Formaldehyd 
  10mM EDTA pH8,0, 0,2% Bromphenolblau, 50µg/ml EtBr 
T/E-Puffer:    10mM Tris-HCl, pH 8,0, 1mM EDTA, pH 8,0 
Glutaraldehyd-Lsg:   0,25% (v/v) Glutaraldehyd in PBS verdünnen 
X-Gal-Stammlsg:   40mg/ml in Dimethylformamid 
X-Gal-Lsg:    0,2% X-Gal-Stammlsg, 2mM MgCl2, 5mMK4Fe(CN)6, 







25xTAE für DNA-Gele: 1M Tris-Acetat pH 8,1, 25mM EDTA pH 8,0 
10xLaufpuffer für denaturierende RNA-Gel: 0,4M MOPS pH 7,0, 0,1M Natriumacetat, 
    0,01M EDTA pH 8,0 Verdünnung auf 1x und Zugabe von 
    1,8ml 37%igem Formaldehyd (Endkonz. 2,2M) je 100ml  
Immunhistochemie: 
Waschpuffer:   0,1M Tris, 0,15M NaCl, 2mM CaCl2, 0,1%BSA 
Färbepuffer:   Waschpuffer mit 1% BSA 
Southern Blot: 
Fragmentierungspuffer:  0,5M HCl 
Denaturierungspuffer:  0,5M NaOH, 1,5M NaCl 
Neutralisierungspuffer:  0,5M Tris, 3M NaCl, pH 7,5 
20xSSC:    3M NaCl, 0,3M Natriumcitrat, pH 7,0 
Hybridisierungslsg:   1% Blockierungsreagenz, 0,1% N-Laurylsarcosine,  
   0,02% SDS in 5xSSC, pH 7,0, 1mg/10ml poly A 
Maleinsäurepuffer P1: 0,1M Maleinsäure, 0,15M NaCl, pH 7,5 
Detektionspuffer P3: 0,1M Tris, 0,1M NaCl, pH 9,5 
Blocking Reagent:  10%ig  in Maleinsäurepuffer 






5.1 Tierexperimentelle Methoden 
5.1.1 Tiermodell 
Die medikamentöse Behandlung und die Versorgung der Tiere sowie die 
Transplantation und Gewebeentnahmen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
med. Michael Winkler (Klinik für Viszeral- und Transplantationschirurgie der 
medizinischen Hochschule Hannover) durchgeführt.  
Als Empfängertiere wurden sechs 4.5-5 Jahre alte Cynomolgus-Affen (Macaca 
fascicularis, Javaneraffen), die zwischen 3.3-4.7 kg wogen, verwendet. Die Primaten 
wurden ausschließlich zu Tierversuchs-Zwecken gezüchtet und nach 
Quarantänisierung und infektiologischer Kontrolle auf Erkrankungen wie Hepatitis, 
Macaque Herpes B- (Cercopithecine Herpes Virus Typ 1), Ebola-, Marburg-, Simian 
T-Zell Leukämie- (STLV), Simian Retro- D (SRV) und Simian Immunodeficiency Virus 
(SIV) über das Deutsche Primatenzentrum Göttingen in das Tierlaboratorium der 
MHH überstellt.  
Alle operativen Eingriffe an den Tieren und deren postoperative Betreuung wurden in 
Übereinstimmung mit den gültigen Tierschutzbestimmungen und nach Genehmigung 
der Versuche durch die Bezirksregierung Hannover (Tierversuchsantragsnummer 
604-I-42502-97/971) durchgeführt.  
 
Die Empfängertiere wurden mit einer Kombinationstherapie bestehend aus 
Cyclophosphamid, Cyclosporin A, geringe Dosen an Steroiden, Mycophenolsäure 
und C1-Inhibitor (241) immunsupprimiert. 
Drei unmodifizierte bzw. huCD59 transgene Landrasse-Schweine („Large White“) 
wurden als Spendertiere verwendet. Die Schweine waren 8 bis 18 Wochen alt und 
wogen zwischen 18 und 23 kg. Die unmodifizierten Schweine erhielten wir vom 
Schweinezuchtverband Weser-Ems, Oldenburg aus Deutschland. Die transgenen 
Tiere wurden mittels Mikroinjektion eines für das humane 
Komplementregulatorprotein CD59 kodierenden Minigenkonstruktes gewonnen (102) 








5.1.2 Operative Technik 
Jeweils drei nicht modifizierte wie auch huCD59 transgene porcine Nieren wurden in 
sechs Javaneraffen transplantiert. Eine sogenannte “life supporting” Situation wurde 
unter Ligatur der nativen Empfänger-Ureteren erstellt. (242, 243). Dieses Modell 
gewährleistet eine sichere Beurteilung der Transplantatfunktion. Die vena renalis der 
porcinen Spenderniere wurde durch ein Interponat, welches aus einer humanen vena 
saphena gebildet wurde, ersetzt und mit der vena cava des Empfängers verbunden. 
Nach Abstoßung des Organs oder Tod des Empfängertieres wurden die humanen 
Interponate explantiert, zwei Stückchen direkt in flüssigem Stickstoff eingefroren, aus 
dem Rest die Endothelzellen isoliert (s. Absatz 5.1.4.) und auf eine potentielle PERV-
Infektion hin untersucht. 
5.1.3 Entnahme und Vorbereitung der Proben 
Den Empfängertieren wurden einen Tag vor der Operation und dann im 
wöchentlichen Abstand Blutproben zur Gewinnung von Serum, Plasma und 
peripheren Blutleukozyten (PBLs) entnommen. 
Die Javaneraffen-PBLs wurden durch Zentrifugation von EDTA-Blut bei 3400xg für 
10min bei 4°C gewonnen. Das Plasma wurde abgenommen und die Erythrozyten 
durch hypotone Lyse mit 10fachem Volumen von 0,2%NaCl für 1 Minute und 
anschließendem Einstellen auf physiologische Bedingungen mit Zugabe desselben 
Volumens an 1,6% NaCl eliminiert. Nach dem Waschen der Zellen bei 450xg für 
5min wurden 1x106 PBLs in 100µl 200µg/ml Proteinase K-Lsg. für 5h bei 56°C 
gefolgt von einer 10minütigen Inaktivierung bei 95°C lysiert. 
Zum Erhalt des Serums wurde das Vollblut für 10min bei 600xg zentrifugiert.  
Serum, PBLs und Plasmaproben wurden bis zum Gebrauch bei -70°C gelagert.  
5.1.4 Zellisolierung aus dem Interponat 
Endothelzellen der explantierten Interponate und Kontrollvenen der Empfänger und 
der humanen Spender wurden durch Inkubation der inneren Oberfläche der Venen 
mit 0,1% Kollagenase Typ A in PBS für 10 bis 30 Minuten bei 37°C aus dem 
Zellverband gelöst. In vorher mit 0,1%iger Gelatine (in aq.dest) beschichtete 6-
Lochplatten wurden die abgelösten Zellen in Endothelzellmedium überführt. Die 
Zellen wurden dann über 10 Passagen gehalten und zusammen mit den 




5.2 Molekularbiologische Methoden 
5.2.1 Phenol-Chloroform-Extraktion 
(244)  
Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient der Entfernung von störenden Proteinen aus 
Nukleinsäurelösungen. Bei dieser Methode wurde der Reaktionsansatz mit einem 
Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt, vermischt und zur 
Phasentrennung 5min bei 15000xg zentrifugiert. Die Proteine werden dabei 
denaturiert und reichern sich in der Phenolphase, insbesondere an der Grenze 
zwischen Phenolphase und wässriger Phase an. Die wässrige, nukleinäurenhaltige 
Phase wurde in ein neues Gefäß überführt, zur Entfernung von Phenolresten mit 
einem Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) reextrahiert und erneut 
zentrifugiert. Der wässrige Überstand wurde nochmals vorsichtig abgenommen und 
einer Ethanolfällung unterzogen. 
5.2.2 Präzipitation von Nukleinsäuren 
(245)  
Die Ethanolfällung ist ein Verfahren zur Aufreinigung von Nukleinsäuren. Sie wurde 
zur Entfernung von Phenolresten nach Phenol-Chloroform-Extraktion, zum Entsalzen 
von Ligationsansätzen vor der Elektroporation, zum Umpuffern und zur 
Konzentrierung von DNA und RNA eingesetzt. Standardmäßig wurden 
Natriumacetatfällungen durchgeführt: 
Die sich in wässriger Lösung befindliche DNA (oder RNA) wurde mit 1/10 des 
Gesamt-Volumens mit Natriumacetat (3M, pH5,2) und dem 2,5fachen Volumen 
eiskalten 96%igen EtOH versetzt und 30min bei -80°C präzipitiert. Bei sehr kleinen 
Nukleinsäurefragmenten (unter 100bp) bzw. Mengen im ng-Bereich wurde als 
Trägersubstanz 1µl Glykogenlösung (20mg/ml) zugefügt. Anschließend wurde 30min 
bei 4°C und 15000xg sedimentiert, das Pellet mit demselben Volumen eiskaltem 
70%igen EtOH gewaschen (15min, 4°C, 15000xg) und an der Luft getrocknet. 
Danach erfolgte die Aufnahme der Probe in entsprechend gewünschtem Puffer bzw. 
Wasser. 
Alternativ dazu lassen sich Isopropanolfällungen durchführen:  
2-Propanolfällungen werden prinzipiell wie Ethanolfällungen, allerdings bei RT, 
durchgeführt. Der Vorteil ist das geringe Fällungsvolumen, da hier nur das 0,8fache 
Probenvolumen an 2-Propanol zugegeben wird. Der Nachteil ist das schlechtere 




5.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
(246)  
DNA und RNA absorbieren aufgrund der Eigenschaften der enthaltenen Purin- und 
Pyrimidinbasen im ultravioletten Bereich zwischen 250nm und 270nm. Diese 
Tatsache kann für die Quantifizierung von Nukleinsäuren genutzt werden. Im Bereich 
eines neutralen pH-Wertes stellen sich die Extinktionskoeffizienten  und 
Absorptionsmaxima der Basen folgendermaßen dar: 
 Adenin  15.158 M-1 x cm-1 (259nm) 
 Cytosin  7.345 M-1 x cm-1 (271nm) 
 Guanin  11.615 M-1 x cm-1 (253nm) 
 Thymin  8.500 M-1 x cm-1  (260nm) 
 Uracil   10.100 M-1 x cm-1  (260nm) 
Die Konzentration von Nukleinsäuremolekülen kann nach folgender Formel bestimmt 
werden: 
 c = E260 x (dx)-1   wobei c = Konzentration der Nukleinsäurelösung 
     d = Schichtdicke der Küvette (1cm) 
      = Extinktionskoeffizient der Nukleinsäure 
Ausgehend von einem gleichen prozentualen Anteil der betreffenden Basen in 
natürlichen Nukleinsäuren unter Beachtung des „Hyperchromen Effektes“ ergeben 
sich für eine E260 = 1 folgende Nukleinsäurekonzentrationen: 
 doppelsträngige DNA 50µg/ml 
 einzelsträngige DNA 40µg/ml 
 RNA    40µg/ml 
Um den Grad der Verunreinigungen (Proteine/Phenol) festzustellen, wurde zusätzlich 
die Extinktion bei 280nm gemessen und der Quotient aus E260 und E280 gebildet. 
Dieser Wert sollte für saubere DNA zwischen 1,8 und 1,9 sowie für RNA zwischen 
1,9 und 2,0 liegen. 
5.2.4 Isolierung von genomischer DNA 
5.2.4.1 Präparation genomischer DNA im großen Maßstab 
Zellen bzw. unter flüssigem N2 zerkleinertes Gewebe wurden in 10ml Extraktionslsg. 
mit Proteinase K in einer Endkonzentration von 100µg/ml resuspendiert. Nach einer 
Inkubation von 1h bei 37°C wurde zur Denaturierung der Proteine dasselbe Volumen 
Phenol hinzu gegeben und für 1h bei RT „über Kopf“ geschwenkt. Es erfolgte die 
Zugabe von 1/10 Vol 3M Natriumacetat, pH5.2 und 1Vol Chloroform/Isoamylalkohol 
(24:1) und weiteres Schwenken für 20min bei RT.  
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Die Phasen wurden durch Zentrifugation für 10min bei 600xg getrennt und mit 
demselben Volumen Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) unter Schütteln für 
weitere 20min bei RT reextrahiert. Dieser Vorgang wurde noch 2x wiederholt. 
Es erfolgte eine weitere Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1). Durch das 
Chloroform wird in der wässrigen Phase befindliches Phenol wieder herausextrahiert. 
Nach erneuter Zentrifugation und Überführen des Überstandes in ein neues 
Röhrchen wurde die genomische DNA mit dem doppelten Vol. 96%igem Ethanol 
gefällt. Die ausfallende DNA wurde dabei auf eine Glaskapillare aufgewickelt, 
vorsichtig in 96%igem Ethanol gewaschen, an der Luft für ca. 15min getrocknet und 
dann ON bei RT in 10ml TE-Puffer gelöst. 
Die Lösung wurde durch 2x24h Dialyse in je 2l TE-Puffer bei 4°C entsalzt. 
Es erfolgte die Konzentrationsbestimmung über Extinktionsmessung und 
Bestimmung der Reinheit über die Ratio E260:E280. 
 
5.2.4.2 Präparation genomischer DNA mit Hilfe des QIAamp DNA Blood Mini Kits 
Diese Methode wurde zur Überprüfung der G418-resistenten Klone der Zellinie 
PEDNSV nach Transfektion mit pMW8Neo eingesetzt. 
Maximal 5x106 Zellen wurden in 1,5ml Eppis für 5min bei 300xg zentrifugiert, die 
Pellets in 200µl PBS resuspendiert und mit 20µl Protease versetzt. Die Zellen 
wurden mit 200µl AL lysiert und bei 56°C für 10min inkubiert. Nach der Zugabe von 
200µl 96% Ethanol und dem Auftrag auf die Säule erfolgte die Zentrifugation bei 
6000xg für 1min. Anschließend wurde die Säule 2x mit je 500µl AW1 gewaschen und 
bei 20000xg für 3min zentrifugiert. Die DNA wurde mit 200µl AE eluiert und Reinheit 
bzw. Konzentration mittels photometrischer Messung bestimmt. 
 
5.2.5 Präparation von Plasmiden 
Die Aufreinigung von Plasmiden erfolgte über alkalische Lyse in Anlehnung an die 
Methode von Birnboim HC und Doly (247). Dabei wurden die plasmidhaltigen 
Bakterien über alkalische Lyse aufgeschlossen. Durch anschließende Fällungen, 
Zentrifugationsschritte, Säulenaufreinigungen oder Phenol-Chloroform-Extraktionen 
sowie RNase-Behandlung wurden denaturierte Proteine, RNA und ein Großteil der 







5.2.5.1 „Quick-Check“-Methode  
(248)  
Die „Quick-Check“-Methode wurde aufgrund ihrer Einfachheit zur Vorabanalyse von 
Plasmidklonen eingesetzt. 100µl einer Bakterienkultur wurden dabei mit 50µl 
Phenol/Chloroform/Isoamlyalkohol (25:24:1) und 10µl Quicky-Puffer versetzt und für 
30sec gevortext. Nach Zentrifugation für 3min bei 15000xg wurden 15µl des 
Überstandes gegen ein Kontrollplasmid auf einem 0,7%igem Agarosegel 
aufgetrennt. Die Plasmide zeigten sich als schwache Banden zwischen der oberen 
Bande der bakteriellen genomischen DNA und den unteren Banden der bakteriellen 
rRNA. 
5.2.5.2 Plasmid-Mini-Präparation  
(249)  
Diese schnelle Methode der Aufreinigung liefert noch relativ stark verunreinigte 
Plasmid-DNA, die jedoch einen Restriktionsverdau oder die Durchführung einer PCR 
zur ersten Kontrolle nach einer Klonierung erlaubt. 
Die Minipräparationen wurde mit den Puffern des Plasmid>Midi<Kits von Qiagen 
folgendermaßen durchgeführt: Es wurden jeweils 2ml LB-Medium (mit entsprechen-
den Antibiotika) mit dem zu untersuchenden Bakterienklon angeimpft und ON bei 
37°C und 170rpm inkubiert. Anschließend wurden 1,5ml der Kultur für 5min bei 
15000xg und RT zentrifugiert. Das Pellet wurde in 275µl P1 resuspendiert und zur 
Lyse der Bakterien mit 275µl P2 versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 5min bei 
RT erfolgte die Zugabe von 275µl P3 und, zur Abtrennung von Protein-SDS-
Komplexen, aggregierter chromosomaler DNA und hochmolekularer RNA, die 
Zentrifugation von 15min bei 15000xg und 4°C. Aus dem Überstand wurde die DNA 
mit EtOH gefällt, das Pellet getrocknet und in jeweils 30µl 10mM Tris-HCl, pH7,5 
aufgenommen.  
5.2.5.3 Plasmid-Midi-Präparation  
Die Isolierung größerer und sauberer Mengen Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des 
Qiagenplasmidkits (Qiagen, Hilden). Die Präparation wurde laut Qiagen-Protokoll 
wie folgt durchgeführt: 
 
100ml LB mit entsprechendem Antibiotikum wurden mit 1ml einer Vorkultur angeimpft 
und bei 37°C und 180rpm im Brutschrank ON inkubiert. Die Suspension wurde für 
15min bei 4°C und 6000xg zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 4ml P1 
resuspendiert, zur Lyse mit 4ml P2 versetzt und 5min bei RT inkubiert. Anschließend 
erfolgte zur Neutralisierung der Lösung und zur Renaturierung der Plasmide die 
Zugabe von 4ml eiskaltem P3.  
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Nach einer Inkubation für 15min auf Eis wurde für 30min bei 4°C und 20000xg 
zentrifugiert. Der Plasmid-haltige Überstand wurde auf eine mit 4ml Puffer 
äquilibrierte Qiagen-tip 100 Säule aufgetragen, die Säule 2x mit je 10ml QC 
gewaschen und abschließend mit 5ml QF eluiert. 
Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol und einer 
Zentrifugation für 30min bei 4°C und 15000xg gefällt. Das Pellet wurde mit 1ml 
70%igem Alkohol gewaschen und erneut unter o.g. Bedingungen für 10min 
zentrifugiert. Das Pellet wurde an der Luft für ca. 30min getrocknet, in 200µl 10mM 
Tris-HCl, pH7,5 aufgenommen und die Konzentration sowie die Ratio (E260 : E280) 
photometrisch bestimmt.  
Bestandteile des Kits : 
 P1: 50mM Tris-HCl, pH8,0; 10mM EDTA; 100µg/ml RNase A 
 P2: 1% SDS; 0,2M NaOH 
 P3: 3,0M Kaliumacetat pH5,5 
 QBT: 750mM NaCl; 50mM MOPS pH7,0; 15% (v/v) Isopropanol 
  0,15% (v/v) Triton-X-100 
 QC: 1M NaCl; 50mM MOPS, pH7,0; 15% (v/v) Isopropanol 
 QF: 1,25M NaCl; 50mM Tris-HCl, pH8,5 ; 15% (v/v) Isopropanol 
 
5.2.6 Präparation von BACs  
5.2.6.1 BAC-Mini-Präparation  
(250)  
4ml einer Übernachtkultur des zu isolierenden BAC-Klons wurden für 5min bei 
15000xg und RT pelletiert. Anschließend wurde das Pellet für 5min auf Eis inkubiert, 
in 100µl eisgekühlter Lösung I resuspendiert und die E.coli mit 200µl frisch 
angesetzter Lösung II lysiert. Es erfolgte die Zugabe von 150µl eisgekühlter 7,5M 
NH4-acetat-Lsg. und, nach 5min bei RT, 100µl ProcipitateTM . Nach einer Inkubation 
von 5min bei RT erfolgte eine Zentrifugation von 5min bei 15000xg und 4°C. Auf den 
Überstand wurden 0,7xVol kaltes Isopropanol gegeben, für 30min auf Eis inkubiert 
und anschließend 20min mit 1900xg bei 4°C zentrifugiert. Nach Waschen des Pellets 
mit 500µl 70% Ethanol wurde erneut zentrifugiert, die DNA getrocknet und in 30µl 
1mM Tris-HCl, pH8,0 aufgenommen. 
 Lösung I: 50mM Glukose, 25mM Tris, 10mM EDTA, pH8,0 
RNase A 14U/ml und RNase T1 100U/ml 




5.2.6.2 BAC-Midi-Präparation  
Für die Gewinnung größerer und sauberer BAC-Mengen wurde der Qiagen>large-
Construkt<Kit mit einem etwas modifiziertem Protokoll verwendet. 
500ml Bakteriensuspension in LB-Medium mit Chloramphenicol wurden bei 6000xg 
für 15min und 4°C sedimentiert, das Pellet in 20ml P1 resuspendiert, mit 20ml frisch 
angesetzter P2 lysiert und mit 20ml eisgekühlter P3 neutralisiert. Nach einer 
Inkubation von 10min auf Eis wurde bei 4°C für 30min bei 40000xg zentrifugiert. Der 
Überstand wurde nach einer Filtration durch einen feuchten Faltenfilter mit dem 
0,6fachen Vol Isopropanol versetzt und sofort für 30min bei 20000xg und 4°C gefällt. 
Die präzipitierte DNA wurde mit 70%igem EtOH bei RT gewaschen und nach kurzem 
Trocknen in 9,5ml Puffer EX wieder gelöst. Nach Zugabe von 200µl ATP-abhängiger 
Exonuklease und 300µl 0,1M ATP folgte eine Inkubation von 1h bei 37°C. Ein 
Qiagen-tip 500 wurde mit 10ml QS äquilibriert, die Probe auf die Säule aufgetragen, 
diese 2x mit je 30ml QC gewaschen und die DNA mit 15ml 65°C warmen QF eluiert. 
Die DNA wurde mit 10,5ml Isopropanol bei RT gefällt, und sofort bei 4°C für 30min 
und 20000xg zentrifugiert. Nach dem Waschen mit 5ml 70%igem Ethanol bei RT und 
Trocknen des Pellets bei RT für ca. 30min wurde dieses in 300µl 10mM Tris, pH8,5 
aufgenommen und die Konzentration und Reinheit per Extinktionsbestimmung 
ermittelt. 
zusätzlich vorhandene Puffer zum Plasmid>Midi<Kit: 
 Exonuclease Solvent: 20mM KCl; 20mM Kaliumphosphat 
 EX:    50mM Tris; 10mM MgCl2; pH8,5 
 QS:    1,5M NaCl; 0,1M MOPS; pH7,0, 15% Isopropanol 
 
5.2.7 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen 
Restriktionsendonukleasen sind eine Klasse von bakteriellen Enzymen, die in beiden 
Strängen eines DNA-Moleküls innerhalb spezifischer Basensequenzen 
(„Palindrome“) Phosphodiester-Bindungen spalten. Die biologische Funktion dieser 
Enzyme ist die Spaltung von fremder, in eine Bakterienzelle meist durch 
Virusinfektion eingedrungener, doppelsträngiger DNA. 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden in 
Konzentrationen von 3-20U / µg der zu schneidenden DNA in den vom Hersteller 





Auf Einhaltung definierter Pufferbedingungen wurde geachtet, da erhöhte 
Glycerinkonzentrationen (>5%; aus Enzymstock) sowie suboptimale 
Pufferbedingungen bei manchen Restriktionsendonukleasen zu unspezifischen 
Schnittaktivitäten („Star-Aktivität“) führen können. (251) 
Die Inkubationsdauer bei den entsprechenden Temperaturen betrug je nach 
Fragestellung und Enzym zwischen 1-16h und wurde entweder durch 
Hitzeinaktivierung (20min 65°C oder 30min 85°C), Phenol-Chloroform Extraktion 
oder durch Zugabe von 10x DNA-Beladungspuffer beendet. 
5.2.8 Agarose-Gelelektrophorese  
Die Auftrennung von Nukleinsäurefragmenten zu deren Analyse, Quantifizierung 
oder Aufreinigung wurde über die Agarosegelelektrophorese durchgeführt.  
Das Wanderungsverhalten der positiv geladenen Nukleinsäuren innerhalb eines 
Spannungsfeldes ist dabei von mehreren Faktoren wie dem Trennverhalten des 
Agarosegels, der Fragmentgröße und der Konformation (geschnittene, 
ungeschnittene sowie „supercoiled“ Plasmide) der Nukleinsäure abhängig. (252) 
Die aufgetrennten Fragmente können durch Versetzen des Gels und des Puffers mit 
dem nukleinsäureinterkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (EtBr) und 
Bestrahlung mit UV-Licht von 254nm sichtbar gemacht werden. Eine semiquantative 
Konzentrations- und Längenbestimmung erfolgte mit Hilfe kommerzieller Standards. 
Die verwendeten Agarosekonzentrationen richteten sich dabei nach der Größe der 
aufzutrennenden Nukleinsäurefragmente: >12 – 1,5kb: 0,7 % 
       10 - 0,5kb: 1 % 
       3 - 0,2kb: 1,5 % 
       <0,5kb: 2% 
Üblicherweise wurde ein Gelvolumen von 100ml zubereitet. Die entsprechenden 
Agarosemengen wurden in 1xTAE durch Aufkochen in der Mikrowelle gelöst. Nach 
Abkühlung auf ca. 60°C wurden 0,5µg/ml EtBr hinzugegeben und das Gel in eine 
Horizontalkammer gegossen. Als Laufpuffer diente ebenfalls 1xTAE mit EtBr 
(0,5µg/ml). 
Die in 10xDNA-Beladungspuffer aufgenommenen Proben wurden in die Taschen 








„1kb DNA-Ladder“ (Life Technologies, Eggenstein) - Fragmentgrößen in kb: 
 12,216 / 11,198 / 10,180 / 9,162 / 8,144 / 7,126 / 6,108 / 5,090 / 4,072 / 3,054 / 
 2,036 / 1,636 / 1,018 / 0,506 / 0,396 / 0,344 / 0,298 / 0,201 / 0,154 / 0,134 / 
 0,075 
pBS mit HpaII geschnitten (NatuTec, Frankfurt) - Fragmentgrößen in kb: 
 0,712 / 0,481 / 0,404 / 0,363 / 0,242 / 0,190 / 0,147 / 0,118 / 0,110 / 0,067 / 
 0,057 / 0,034 / 0,026  
zur Quantifizierung wurde die Smart Ladder SF (Eurogentec, Heidelberg) benutzt 
 Fragmentgrößen in kb und Konzentration (ng/Bande bei 5µl): 
 1,000 (100)./ 0,800 (80) /.0,700 / 0,600 (60) / 0,500 / 0,400 (40) / 0,300 / ( 
 0,200 (20) / 0,100  
RNA-Ladder (Life Technologies, Eggenstein) - Fragmentgrößen in kb: 
 9,49 / 7,46 / 4,4 / 2,37 / 1,35 / 0,24 
5.2.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
(253) 
Drei verschiedene Kits wurden je nach Größe und Beschaffenheit der 
aufzureinigenden DNA- bzw. PCR-Fragmente verwendet. Dabei wurde das QIAEX-
Kit und die S.N.A.P.-Säulen für die Fragmente ab 10kb eingesetzt. Das 
Aufreinigungsprinzip beruht bei allen auf der Bindung der DNA an beschichtete 
Glaspartikel nach Verflüssigung der Agarose.  
 
5.2.9.1 QIAEX-Gelextraktionskit 
Die zuvor unter UV-Licht identifizierte DNA-Bande wurde aus dem Gel 
herausgeschnitten. Pro 100mg Gel wurden 300µl QX1 und 10µl QIAEXII zugegeben 
und für 10min bei 50°C inkubiert. Nach Verflüssigung der Agarose wurde die nun an 
QIAEXII gebundene DNA 30sec bei 10000xg und RT zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Die DNA wurde zur Entfernung von Agaroseresten und EtBr mit 500µl 
QX1 gewaschen (Zentrifugation wie oben) und anschließend zur Entfernung des 
Natriumperchlorats aus Puffer QX1 2x mit 500µl PE gewaschen. 
Die an QIAEX gebundene DNA wurde erneut zentrifugiert und das Pellet ca. 10min 
an der Luft getrocknet. Zur Elution der DNA wurde das Pellet mit 20µl aq.dest 
resuspendiert und 10min bei RT inkubiert. Danach wurde die Suspension erneut 
abzentrifugiert, der DNA-haltige Überstand gewonnen und mittels Agarose-





Dieses Kit wurde zur Extraktion von DNA der Größe 70bp bis 10kb verwendet. 
Nach Ausschneiden des Fragments aus dem Agarosegel wurde dieses mit dem 
3fachen Vol. QG versetzt und für 10min bei 56°C inkubiert. Nach Verflüssigung der 
Agarose wurde 1fach Gelvolumen an Isopropanol (nur bei bis 4kb Größe des zu 
isolierenden Fragmentes) hinzugegeben, die Probe auf eine Säule aufgetragen und 
für 1min bei 8000xg zentrifugiert. Es folgte der Auftrag von 0,5ml QG und nach 
erneuter Zentrifugation von 750µl PE. Nach einer weiteren Zentrifugation von 
10000xg für 1min wurde die DNA mit 30µl Puffer EB eluiert. 
Bestandteile des Kits:  
 PE: 10mM Tris-HCl pH 7,5; 100mM NaCl; 70% (v/v) EtOH; 1mM EDTA 
 EB: 10mM Tris-HCl; pH 8,5 
 
5.2.9.3 Aufreinigung mit S.N.A.P.TM-Säulen  
Die Säulen sind Bestandteile des TOPO® XL PCR - Klonierungskits der Firma 
Invitrogen. 
Die zu isolierende Probe wurde dabei nicht mit EtBr, sondern mit Kristallviolett 
versetzt. Nach Herausschneiden des Fragmentes aus dem Agarosegels unter 
normalem Licht wurde eine 2,5fache Menge an Natriumjodidlsg hinzugeben und für 
2min bei 45°C inkubiert. Nach einer Zugabe von 1,5fach Vol. Bindungspuffer wurde 
die Probe auf die Säule aufgetragen und für 30sec bei 2500xg zentrifugiert. Dieser 
Vorgang wurde noch 2x wiederholt. Anschließend wurde die Säule 2x mit jeweils 
400µl Wasch-Lsg. gespült. Nach einer Zentrifugation von 1min bei 11000xg zum 
Trocknen der Säule wurde die DNA mit 40µl TE eluiert und auf dem Gel bzw. 
photometrisch überprüft. 
Bestandteile des Kits: 
 6x Loading-Buffer: 20mM EDTA; 30% Glycerin; 100µg/ml Kristallviolett 
 Natriumjodidlsg.: 6,6M Natriumjodid; 16mM Natriumsulfit 
 Bindungspuffer: 7M Guanidinium-HCl 









5.2.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
(254) 
Die PCR ist ein in vitro-Verfahren zur selektiven Anreicherung spezifischer 
Sequenzen aus einem komplexen Gemisch von Nukleinsäuren. Mit Hilfe zweier 
synthetischer Oligonukleotid-Primer, die die terminalen Bereiche der zu 
amplifizierenden Sequenz komplementär flankieren, und der thermostabilen 
Polymerasen wird in einer sich wiederholenden dreiteiligen Reaktion aus  
1. Hitze-Denaturierung der doppelsträngigen DNA in Einzelstränge 
2. Anlagerung (Annealing) der Oligonukleotidprimer  
3. Synthese der neuen Stränge mit Polymerase (Elongation)  
eine exponentielle selektive Amplifikation erreicht. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit 5 verschiedenen Polymerasen gearbeitet. 
Daraus ergeben sich verschiedene Anwendungen und z.T. auch unterschiedliche 
Protokolle die im Folgenden kurz erläutert werden. 
5.2.10.1 RedTaqTM  Polymerase 
Mit dieser Taq-Polymerase wurden die meisten Versuche wie die Analyse von 
klonierten Sequenzen, Amplifikationen von Fragmenten bis ca. 3kb aus genomischer 
DNA und sämtliche PCRs zur Untersuchung einer möglichen PERV-Infektionen 
durchgeführt.  
Diese wurden nach folgendem Schema in 0,5ml Eppendorfgefäßen angesetzt: 
 ca. 3ng Plasmid-DNA bzw. 1µg genomische DNA bzw. 3,5µl Zellysate oder 
 1µl einer bakteriellen ON-Kultur nach 10min Denaturierung bei 95°C 
 2,5µl 10xPuffer (0,1M Tris-HCl, pH 8,3; 0,5MKCl; 11mM MgCl2,   
  0,1% Gelatine) 
 1µl dNTPs (je 2mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
 je 1µl 10µM Primer A und B 
 1,25U Taq-Polymerase  ad 25µl mit aq.dest  
Es erfolgte ggf. eine Zugabe von MgCl2 bis zu einer Konzentration von max. 4,5mM. 
Das PCR-Programm (TRIO/UNO-Thermoblock): 
 Vorzyklus 1min 94°C  
 Hauptzyklus 45sec 94°C 
   45sec 45-65°C (je nach TM der Primer) 
   45-120sec 72°C (nach Länge des zu generierenden Fragmentes) 
 Endzyklus 5min 72°C, dann bei 4°C halten 
Der Hauptzyklus wurde 30-35x wiederholt. 
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5.2.10.2 MasterAmpTMTfl DNA Polymerase  
Mit dieser DNA-Polymerase wurde vor allem die Analyse der G418-resistenten Klone 
nach der Transfektion von PEDNSV mit pMW8Neo durchgeführt. 
Diese aus dem Bakterium Thermus flavus isolierte Polymerase zeichnet sich durch 
ein höheres Temperaturoptimum (70-74°C) aus und erlaubt dadurch eine längere 
Denaturierungszeit und eine höhere Elongationstemperatur. Das kann vor allem bei 
komplexer eukaryoter DNA die PCR-Ergebnisse verbessern. 
Die durchgeführten PCRs wurden in dünnwandigen 0,25µl Eppendorfgefäßen 
folgendermaßen angesetzt: 
 0,2-1µg genomische DNA 
 1,25µl 20xPuffer (0,4M (NH4)2SO4; 1,0M Tris-HCl; pH 9,0) 
 1,5µl 25mM MgCl2 
 5µl 10x PCR Enhancer 
 1µl dNTPs (je 2mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
 je 1µl 10µM Primer A und B  
 0,5U Tfl DNA-Polymerase  ad 25µl mit aq.dest  
PCR-Programm (I-Cycler): 
 Vorzyklus 2min 94°C 
 Hauptzyklus 30sec 94°C 
   30sec 55°C bis 60°C 
   120-150sec 74°C 
 Endzyklus 10min 74°C, dann bei 4°C halten 
Der Hauptzyklus wurde 35x wiederholt. 
 
5.2.10.3 Polymerasen mit Korrekturaktivität  
Verwendet wurden die Pwo DNA-Polymerase der Firma Epicentre und die Pwo High 
fidelity DNA-Polymerase von Firma Qiagen. 
Beide Polymerasen wurden aus dem Bakterium Pyrococcus woesei gewonnen, 
besitzen eine deutlich höhere Temperaturstabilität als die Taq-Polymerase und 
zusätzlich eine 3`-5` Exonuklease-Aktivität, die eine Korrektur synthetisierter 
Fragmente („proofreadíng“) erlaubt. Die daraus resultierenden Amplifikate besitzen 
daher auch keinen Basenüberhang sondern „glatte“ Enden. Wurde nach 
Amplifikation eine TA-Klonierung durchgeführt, wurden nach Beendigung der PCR 





Ansatz mit Pwo DNA-Polymerase (Epicentre): 
 2-20ng Template DNA 
 2,5µl 10xPuffer (0,1M Tris-HCl; 50mM (NH4)2SO4; 0,25M KCl; pH8,8) 
 1,5µl 25mM MgSO4 
 1µl dNTPs (je 2mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
 je 1µl 10µM Primer A und B  
 1,25U Pwo Polymerase  ad 25µl mit aq.dest 
Das Programm ist vergleichbar mit dem der RedTaq Polymerase. 
 
Die Pwo High fidelity DNA-Polymerase von Firma Qiagen ist erst seit September 
2001 auf dem Markt und erlaubt durch die Verwendung einer rekombinanten, original 
aus Pyrococcus Stämmen isolierten, in E.coli klonierten DNA-Polymerase einen 
Hotstart (5min bei 95°C) und wurde gegen Ende dieser Arbeit ausschließlich benutzt. 
Pwo High fidelity DNA-Polymerase (Qiagen): 
 0,2-1µg genomische DNA bzw. 5ng Plasmid-DNA 
 2,5µl 10xPuffer (Tris,KCl, (NH4)2SO4, 15mMMgSO4, BSA, TritonX-100 (pH8,7) 
 0,5µl 25mM MgSO4 
 5µl Q-Solution 
 1µl dNTPs (je 2mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
 je 1µl 10µM Primer A und B 
 2,5-5 U ProofStart Polymerase ad 25µl mit aq.dest  
PCR-Programm (TRIO/UNO Thermoblock): 
 Vorzyklus „Hotstart“ 5min30sec 94°C 
 Hauptzyklus 60sec 94°C  
   60sec 50-60°C  
   60-90sec 72°C  
 Endzyklus 10min 72°C, dann bei 4°C halten 
Der Hauptzyklus wurde 35x wiederholt. 
 
5.2.10.4 Expand Long Template PCR System  
Dieses System basiert auf einem Enzymgemisch aus thermostabiler Taq und Pwo 
DNA Polymerase und erlaubt dadurch die Amplifikation und gleichzeitige Korrektur 
längerer Fragmente  
Verwendet wurde dieses System vor allem zur Klonierung des 6,5kb großen Intron 4 
der -1,3 GT und zur Kontrolle bzw. Kartierung größerer (ab3kb) Introns und Exons 
der -1,3 GT. 
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Die PCRs wurden in dünnwandigen 0,25µl Eppendorfgefäßen folgendermaßen 
angesetzt: 
 0,5-2µg genomische DNA  
 5µl 10x Puffer  
 1,75-2,25 mM MgCl2 
 1,75-2,5µl dNTPs (je 2mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
 je 1,5µl 10µM Primer A und B  
 3U Enzym Mix    ad 50µl mit aq.dest  
PCR-Programm (I-Cycler): 
 Vorzyklus 1min 94°C 
 Hauptzyklus 30sec 94°C  
   30sec 50-60°C  
   3min 68°C  
 Endzyklus 10min 68°C, dann bei 4°C halten 
Der Hauptzyklus wurde 35x wiederholt. 
 
5.2.11 Ligation 
Bei einer Ligation werden die Enden zweier Nukleinsäure-Moleküle mit Hilfe einer 
Ligase miteinander verknüpft. DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von 
Phosphodiester-Bindungen zwischen einer freien 5´- Phosphat-Gruppe und einer, im 
selben Strang einer doppelsträngiger DNA gegenüberliegenden, freien 3´-Hydroxyl-
Gruppe.  
Innerhalb der Molekularbiologie wird die DNA-Ligase verwendet um zuvor durch 
Restriktionsendonukleasen erzeugte kohäsive, komplementäre („sticky-ends“) oder 
stumpf abgeschnittene („blunt-ends“) Enden miteinander zu verknüpfen. 
Wenn ein nur mit einer Restriktionsendonuklease geschnittener Vektor mit einem 
DNA-Fragment ligiert werden soll, ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass ein großer 
Teil der Vektormoleküle intern religiert wird. Um diese Selbstligation zu verhindern, 
wurde der Vektor mittels alkalischer Phosphatase aus Kälberdarm (CIP) am 5´-Ende 
dephosphoryliert. Für eine Ligation von zwei Doppelstrangenden muss zumindest 
eines der beiden 5´-Enden phosphoryliert sein. 
Für eine CIP-Behandlung wurden direkt im Anschluss des Restriktionsverdaus CIP in 
einem Verhältnis von ca. 1µg DNA und 4U hinzugegeben und 1h bei 37°C inkubiert, 




Die Ligation wurde mit T4 DNA-Ligase nach folgendem Schema durchgeführt: 
 20-500ng (je nach Vektorgröße) CIP-behandelte Vektor-DNA  
 2-20fache Konzentration des Vektors  an Insert-DNA 
 2µl 10xLigasepuffer (0,4MTris-HCl, 0,1M MgCl2, 0,1M DTT, 5mM ATP, pH7,8) 
 2µl PEG 4000 
 1U T4 DNA-Ligase   ad 20µl mit aq.dest 
Der Ligationsansatz wurde entweder für 1h bei RT oder ON bei 16°C inkubiert. 
In den letzten 6 Monaten wurde ein Cycle-Ligationsprogramm im Labor eingeführt 
(255). 
Die Durchführung einer Ligation mit diesem PCR-Programm erbrachte eine 
wesentliche Steigerung der Transformationsraten.  
 
Step  Temperatur  Zeit  Zyklen 
0  37°C   20min   
1  10°C   1min   
2  22°C   30sec  Verknüpfung zu Step 1, 30x wdh. 
3  4°C   30sec   
4  30°C   30sec  Verknüpfung zu Step 0, 10x wdh. 
5  37°C   1h 
6  65°C   15min 
7  4°C   halten 
 
5.2.12 TOPO TA Klonierung 
Neben der „normalen“ Klonierung über Restriktionsschnittstellen wurden die TOPOTM 
TA Klonierungskits (Vektor pCRII für Fragmente bis 3kb, Vektor pCRXL für größere 
Fragmente) der Fa. Invitrogen verwendet. 
 
5.2.12.1 Eigenschaften 
Wichtige Eigenschaften der verwendeten Vektoren sind: 
1) Überhängende Thymidine ermöglichen „TA-Kloning“ 
Die Vektoren sind linearisiert und besitzten an beiden 3´-Enden ein einzelnes 
überstehendes Thymidin. Da fast jede Taq-Polymerase eine unabhängige terminale 
Transferaseaktivität besitzt und an das 3´-Ende eines entstandenen PCR-Fragments 
ein einzelnes überstehendes Adenosin hängt, wird über die komplementären Enden 
von Vektor und PCR-Fragment eine Klonierung möglich.  
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2) Topoisomerase I ist kovalent im Bereich der Klonierungsstelle an Vektor 
gebunden 
Die Topoisomerasen werden für die DNA-Replikation benötigt. Man kann sie als 
„reversible Nukleasen“ ansehen, die kovalent an eine Phosphatgruppe in der DNA 
binden und auf diese Weise eine Phosphodiesterbindung in der DNA-Kette spalten.  
Diese Spaltung ist reversibel, weil die Energie der aufgeschnittenen 
Phosphodiesterbindung in der kovalenten Bindung zwischen Topoisomerase und 
DNA gespeichert bleibt. Daher kann der DNA-Strang schnell und ohne zusätzliche 
Energiezufuhr wieder geschlossen werden.  
Dieses wird bei dem Verfahren der TOPO Klonierung genutzt und macht daher den 
Einsatz von Ligase überflüssig.  
 
3) Ein lacZ-Gen erlaubt „Blau-Weiß-Screening“ 
Das in E.coli vom lacZ-Gen des lac-Operons kodierte Enzym ß-Galactosidase spielt 
in der Gentechnologie eine wichtige Rolle.  
X-Gal bildet nach Hydrolyse durch ß-Galaktosidase einen schwer löslichen blauen 
Indigofarbstoff. Wird die für das -Peptid kodierende DNA-Region des 
Klonierungsvektors durch den Einbau von Fremd-DNA unterbrochen, geht in der 
Regel die Fähigkeit zur Komplementation, und damit zur Bildung von enzymatisch 
aktiver       ß-Galaktosidase, verloren. Bakterienkolonien mit einem solchen Plasmid 
wachsen daher in ihrer ursprünglichen Farbe („weiß“). Wird keine DNA 
aufgenommen, wird das Gen für die ß-Galaktosidase ordnungsgemäß abgelesen 
und die Bakterienkolonien werden blau gefärbt.  
5.2.12.2 Durchführung 
Die „Ligationsreaktion“ wurde folgendermaßen pipettiert: 2-4µl der aufgereinigten 
PCR-Produkte wurden mit aq.dest auf 5µl aufgefüllt, 1µl des entsprechenden Vektors 
gemischt und für 5-30min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde in der Regel mit 2µl 
des Ansatzes eine Elektroporation durchgeführt. 
 
5.2.13 Transformation von Bakterien mit Plasmiden 
Um Vektorkonstrukte zu amplifizieren, wurden verschiedene (zum jeweiligen Vektor 
passende) Bakterienstämme mittels chemischer Transformation mit CaCl2 oder 
Elektroporation transformiert. Die Elektroporation hat gegenüber der CaCl2-Methode 
den Vorteil einer höheren Transformationseffizienz, die chemische Transformation 
hingegen ist weniger aufwendig in der Durchführung.  
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Für beide Methoden muss die Kompetenz der E.coli erst durch eine besondere 
Behandlung, die die Integrität der Zellwand beeinflusst, induziert werden.  
 
5.2.13.1 chemische Transformation 
Herstellung von kompetenten Bakterien: 
100ml LB-Medium wurden mit ca. 1ml einer ON-Kultur des jeweiligen Bakterien-
stammes angeimpft und bei 37°C bis zu einer OD600nm von 0,5-0,6 inkubiert. Die 
Bakterien wurden bei 5000xg für 10min bei 4°C abzentrifugiert und in 50ml eiskalter 
100mM MgCl2-Lsg resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation von 3500xg für 
20min bei 4°C wurde das Pellet in 50mM CaCl2 aufgenommen, nochmals 
zentrifugiert, in 5ml 50mM CaCl2 resuspendiert und für 20min auf Eis gestellt. Nach 
Zugabe von 500µl Glycerin wurden die Bakterien a´ 200µl aliquotiert, sofort in 
flüssigen N2 überführt und bei -80°C gelagert. 
Für die Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit ca. 
25ng Plasmid-DNA gemischt und 30min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock 
von 42°C für 30sec wurde der Transformationsansatz für 10min auf Eis gestellt, 
250µl SOC hinzugegeben und für 45min bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 





Herstellung von kompetenten Bakterien: 
200ml LB-Medium wurden mit ca. 3ml einer O/N-Kultur des jeweiligen Bakterien-
stammes angeimpft und bei 37°C bis zu einer OD600nm von 0,6-0,7 inkubiert. Die 
Bakterien wurden nach einer einstündigen Inkubation auf Eis bei 5000xg und 4°C für 
10min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 200ml eiskalter 10%iger Glycerinlösung 
resuspendiert, für 20min bei 3500xg zentrifugiert und der Vorgang nochmals 
wiederholt. Nach Aufnahme des Pellet in 500µl 10%iger Glycerinlösung wurden die 
Bakterien a´ 50µl aliquotiert, sofort in flüssigen N2 überführt und dann bei -80°C 
gelagert. 
Für die Elektroporation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit der 
vorbereiteten DNA (2µl des gefällten Ligationsansatzes oder 5-10ng Plasmid-DNA) 
vermischt und 2min auf Eis inkubiert. Nach Überführung in eine vorgekühlte 
Elektroporationsküvette erfolgte die Elektroporation im GenePulserII unter folgenden 
Bedingungen: Widerstand R=400Ω, Kondensatorkapazität C=25µF und Ausgangs-
 
Methoden 55
spannung U=2,5kV/cm. Die elektroporierten Zellen wurden sofort in 250µl SOC-
Medium überführt und bei 37°C und 200rpm für 45min inkubiert, bevor sie auf LB-
Agar mit den geeigneten Antibiotikum, bzw. auch X-Gal (40µl von 40mg/ml), 
ausplattiert wurden.  
 
5.2.14 RNA-Arbeiten 
5.2.14.1 Präparation von Gesamt-RNA 
(257) 
Die Präparation von Gesamt-RNA erfolgte unter Verwendung von Trizol-Reagenz 
nach Herstellerprotokoll.  
Das Medium wurde aus der mit Zellen konfluent bewachsenen Zellkulturflasche 
abgenommen, mit 4ml Trizol versetzt und zur vollständigen Dissoziation der 
Nukleoproteinkomplexe 5min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 0,4ml BCP (1-
Brom-3-chlorpropan) und 2minütiger Inkubation bei RT erfolgte zur Phasentrennung 
eine Zentrifugation für 15min bei 12000xg und 4°C. Die obere RNA-haltige, wässrige 
Phase wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt, mit 2ml Isopropanol für 5-
10min bei RT gefällt und für 8min bei 12000xg und 4°C zentrifugiert. Das Pellet 
wurde mit 1ml 70%igem EtOH gewaschen, an der Luft für ca. 15min getrocknet und 
in 50µl DEPC-H2O aufgenommen. Die Konzentration, Reinheit und evtl. 
Degradationen wurden über Extinktionsmessung bei 260nm und 280nm auf einem 
denaturierenden Gel kontrolliert. 
 
5.2.14.2 Aufreinigung viraler RNA aus Plasma 
Diese Methode wurde von Rosemarie Burian im Rahmen ihrer medizinischen 
Promotion durchgeführt und wird aus diesem Grunde nur kurz erläutert. 
Zur Aufreinigung wurde der QIAamp Viral RNA Mini Kit der Firma Qiagen verwendet. 
Die Durchführung erfolgte gemäß Herstellerprotokoll. 
140µl Plasma wurden mit 560µl AVL-Puffer lysiert, 10min bei RT inkubiert, mit 560µl 
EtOH (96% v/v) versetzt und 630µl des Ansatzes je Säule aufgetragen. Nach einer 
Zentrifugation von 1min bei 10000xg und RT wurde mit 350µl AW1 gewaschen und 
ein DNase-Verdau mit 10µl DNase Stock und 50µl RDD-Puffer angesetzt und für 
15min bei RT inkubiert. Die Säule wurde zuerst mit 350µl AW1 und anschließend mit 






5.2.14.3 Elektrophorese von RNA in denaturierenden Agarosegelen 
Für 100ml eines 1%igen Gels wurden 1,0g Agarose in 88ml DEPC-H2O in der 
Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkühlung auf ca. 60°C erfolgten die Zugabe von 10ml 
10xLaufpuffer und 1,8ml 37%igem Formaldehyd und das Gel wurde gegossen. 
Die RNA-Proben wurden 1:1 mit Beladungspuffer gemischt, 10min auf 65°C erhitzt, 
anschließend auf Eis gestellt und zusammen mit einer RNA-Ladder (ca. 3µg) auf das 
Gel aufgetragen. Für die Elektrophorese wurde eine Spannung von 3-4 V/cm 
Gellänge angelegt. Nach ca. 1h Elektrophorese wurde das Gel auf dem UV-Tisch 
dokumentiert. 
 
5.2.14.4 Reverse Transkription von Gesamt-RNA 
Um eventuelle Probleme durch kontaminierende genomische DNA zu vermeiden, 
wurde die RNA anschließend für 15min bei 37°C mit DNase behandelt: 
 11µg Gesamt-RNA (bestimmt nach Extinktionsmessung) 
 1,5µl 1M Tris-HCl, pH7,5 
 40U RNAsinl 
 0,6µl 0,5M MgCl2  l 
 0,6µl 0,05M DTT  
 10U RNase-freie DNAse  ad 30µl mit DEPC-H2O  
Um die DNase anschließend zu inaktivieren, wurde eine 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)-Extraktion und eine Reextraktion mit 
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) mit denselben Volumina vorgenommen. Nach einer 
Alkoholfällung und anschließender Wäsche wurde das Pellet ca. 15min an der Luft 
getrocknet und in 10µl DEPC-H2O aufgenommen.  
Zum Annealing des Primers wurden 2µg DNase-behandelte Gesamt-RNA mit 
Random Hexamer Primer (200ng/ml,) versetzt, mit DEPC-H2O auf 7µl aufgefüllt und 
für 10min bei 70°C zur Auftrennung der Sekundärstrukturen der RNA inkubiert.  
Anschließend wurde folgendes hinzu pipettiert: 
 5µl 5xFirst Strand Buffer   
 1,25µl 10mM dNTP-Mix 
 40U RNasin   
 200U MMLV-RT   ad 20µl mit DEPC-H2O  
Nach einer 60minütigen Inkubation bei 37°C wurde die reverse Transkriptase für 




5.2.14.5 Reverse Transkription viraler RNA aus Plasma 
Da es sich bei der mit dem „QIAamp Viral Mini Kit“ aufgereinigten RNA aus dem 
Überstand um äußerst geringe Mengen handelt, wurde die cDNA-Synthese mit der 
AMV-RT durchgeführt. 
5µl Gesamt-RNA wurden mit 2µl Random Hexamer Primer (200ng/ml,) versetzt und 
für 10min bei 70°C zur Auftrennung der Sekundärstrukturen der RNA inkubiert.  
Anschließend wurde folgendes hinzu pipettiert: 
 4µl 5xFirst Strand Buffer  
2µl 10mM dNTP  
 2µl 0,1M DTT (10mM) 
 20U RNasin  
 1U AMV-RT     ad 20µl mit aq.dest 
Der Ansatz wurde für 1h bei 42°C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte 
anschließend bei 95°C für 5min. Jeweils 0,5µl der cDNA wurden für die sich 
anschließende PCR eingesetzt. 
 
5.3 Zell- und immunbiologische Methoden 
5.3.1 Transfektion 
Die Transfektion ist die Einschleusung von DNA in eukaryote Zellen. Wird diese nicht 
ins Empfängergenom eingebaut oder kann sich extrachromosomal nicht vermehren 
und gehen die eingeschleusten Gene im Laufe weiterer Zellteilungen wieder 
verloren, spricht man von transienter Transfektion. Bei der stabilen Transfektion 
hingegen integrieren sich die eingebrachten Fremdgene in das Genom der 
Wirtszelle.  
Es gibt eine Vielzahl von verschiedenen Transfektionsmethoden, die sich nach dem 
Mechanismus der DNA-Aufnahme in die Zelle einteilen lässt: 
	 durch mechanische Kräfte (Mikroinjektion, Beschuss) 
	 durch Diffusion nach Zerstörung der Integrität der Zellmembran 
(Elektroporation) 
	 durch virale Aufnahmemechanismen (Virensystem) 
	 durch Fusion mit Wirtszelle (Lipofektion,Liposomenfusion, Protoplastenfusion) 
	 durch unspezifische Endo- bzw. Phagocytose (DEAE-Dextran, CaPO4,) 
	 durch Rezeptor-gekoppelte Endozytose (Transferrin, RGD-Proteine) 
In dieser Arbeit wurden ausschließlich Transferrinfektionen (258, 259) durchgeführt.  
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Am Tage zuvor wurden 1-3x105 Zellen/Loch in 6-Loch-Mikrotiterplatten ausgesät, am 
folgenden Tag 2x mit PBS gewaschen und für 2h mit 800µl Opti-MEM äquilibriert. 
Währenddessen wurden 1-1,5µg DNA, 30µg bovines Holo-Transferrin und 3µl 
Lipofectin bzw. 5µl Lipofectamin in 200µl Opti-MEM gemischt und für 30min bei RT 
inkubiert. Nach Ablauf der 2h wurde der Transfektionsansatz in die entsprechenden 
Löcher hinzugegeben, für 4-5h im Brutschrank bei 37°C belassen und anschließend 
durch 2ml entsprechendem Zellkulturmedium ersetzt. Eine Beurteilung der 
Transferrinfektion war in der Regel nach 2 Tagen möglich.  
5.3.2 Pseudotypisierungsversuch mit ß-Galaktosidase  
(179, 240) 
Zur Fragestellung ob Zellen spezifische PERV-Rezeptoren tragen, wurden Versuche 
mit PERV env A und B Hüllprotein tragenden LacZ pseudotypisierten Viren, die uns 
freundlicherweise von Dr.Y. Takeuchi (Institute for Cancer Research, London) zur 
Verfügung gestellt wurden, durchgeführt.  
Virushaltiger Überstand wurde auf die Zielzellen gegeben, für 6h bei 37°C inkubiert 
und für zwei weitere Tage mit entsprechendem Kulturmedium belassen. Nach Ablauf 
der Zeit erfolgte der ß-Galaktosidase-Assay.  
Zellen, die durch pseudotypisierte Viren infiziert worden waren, exprimierten                  
ß-Galaktosidase und konnten durch Umsetzung des Substrates X-Gal blau gefärbt 
werden.  
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit 0,25%igem Glutaraldehyd für 15min bei 
RT fixiert und nach weiterem Waschen mit PBS für mindestens 2h mit X-Gal-Lsg 
versetzt. 
Der Assay wurde auch zum Optimieren der Transferrinfektionen verwendet.  
 
5.3.3 Durchflußzytometrische Untersuchungen 
Durchflußzytometrische Analysen wurden vor allem zur Charakterisierung der 
isolierten Endothelzellen aus den PERV in vivo Infektionsstudien verwendet.  
Nach dem Ablösen der Zellen mit Trypsin/EDTA wurden diese für 7min bei 1500rpm 
(Heraeus Sepatech, Biofuge RF) und 4°C abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen 
und mit PBS (Ca2+/Mg2+) auf die Zellzahl von 2x106/ml eingestellt. Je 50µl 
Zellsuspension wurden in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit 50µl 
Antikörperverdünnung (CD31, Klon WM-59-1:30 in PBS; CD31, Klon JC/70A-1:60 in 
PBS; CD49e-1:30 in PBS; CD90-1:60 in PBS; anti human HLA-A,B,C-1:30 in PBS) 
bzw. Lektinverdünnung (IB4, biotinyliert-20µg/ml in PBS) gemischt und für 1h bei 4°C 
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inkubiert. Nach Zentrifugation im Plattenrotor für 2min bei 2000rpm und 4°C wurden 
die Zellen dreimal mit 150µl kaltem PBS (Ca2+/Mg2+) gewaschen.  
Die Zellsedimente wurden dann in 50µl der  
1. Detektionsantikörper (Goat anti-mouse IgG, FITC-konjugiert-1:10 in PBS) bzw. 
2. Nachweissubstanz für Biotin (Streptavidin-Phycoerythrin-20µg/ml in PBS) bzw. 
3. direkt markierten Antikörper (CD31-FITC, KlonWM59-FITC 1:15 in PBS) bzw. 
4. des direkt markierten Lektins (UEA-FITC-1:50 in PBS)  
aufgenommen und für 30min lichtgeschützt bei 4°C inkubiert. Nach erneutem 
zweimaligem Waschen mit 150µl PBS (Ca2+/Mg2+) wurden die Zellen in 300µl PBS 
(Ca2+/Mg2+) aufgenommen, im Durchflußzytometer FACScanTM (Becton Dickinson, 
Heidelberg) analysiert und mit Hilfe der CELLQuestTM-Software (Becton Dickinson, 
Heidelberg) oder WinMDI-Software ausgewertet. 
 
5.3.4 Immunhistochemie 
Die immunhistochemischen Untersuchungen zur Charakterisierung der explantierten 
Interponate wurden von Rosemarie Burian im Rahmen ihrer medizinischen 
Promotion durchgeführt. 
Die gefrorenen Venenstückchen oder Cytospots (ca. 2x105 Zellen auf einen 
Objektträger mit 200rpm zentrifugiert) wurden in TissueTek Medium eingedeckt, mit 
dem Kryostaten geschnitten und bis zum Gebrauch bei –80°C gelagert. Die Schnitte 
wurden für 8min in Aceton/Methanol (Verhältnis 1:1) bei -20°C fixiert, in Waschpuffer 
gespült und zur Blockierung der endogenen Peroxidasen mit 0,3%iger H2O2-Lsg für 
20min bei RT behandelt. Nach erneutem Spülen folgte zur Blockierung 
unspezifischer Bindungen eine Inkubation mit Pferde-Normalserum (1:10 in 
Waschpuffer) für 15min. Die Primärantikörper (CD31, Klone WM59 und JC70/A - 
1:150 in Färbepuffer) wurden für 1h aufgetragen und nach 3xmaligem Spülen in 
Waschpuffer folgte die Markierung mit biotinyliertem Sekundärantikörper (horse anti-
mouse IgG - 1:100 in Färbepuffer) bzw. der Auftrag von UEA-FITC (1:20 in 
Färbepuffer) oder IB4 biotinyliert (1:200 in Färbepuffer) für 30min in einer feuchten 
Kammer bei RT. Nach Entwicklung mit Streptavidin-Peroxidase (30min bei RT) und 
Diaminobenzidin (7min bei RT) und Gegenfärben mit Härris-Hämatoxylin wurden die 







5.3.5 Bestimmung retroviraler Aktivität mit dem RT-Assay 
Reverse Transkriptasen sind Bestandteile aller Retroviren. Die Bestimmung der RT-
Aktivität stellt eine Möglichkeit dar, eine Freisetzung von Retroviren nachzuweisen 
(167). Viren werden mit dem Detergenz NP40 aufgeschlossen, die reverse 
Transkriptase wird freigesetzt und kann im darauf folgenden Test eine zugefügte 
BMV-RNA transkribieren. Die entstehende cDNA wird dann mit Hilfe einer BMV-
spezifischen PCR nachgewiesen. 
Die meisten dieser Untersuchungen wurden von Rosemarie Burian durchgeführt. 
5ml eines mindestens 5 Tage alten Zellkulturüberstandes wurden bei 25000xg für 
45min und 4°C ohne Bremse zentrifugiert. Die pelletierten Viren wurden in 35µl 
1%igem NP40 aufgeschlossen und einer cDNA-Synthese unterzogen: 
 8,82µl DEPC-H2O 
 5µl 5xAMV-Puffer 
 0,57µl 0,1M DTT 
 0,42µl 10mM dNTPs (je 2mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
 0,25µl RNasin (40U/µl) 
 4,5µl Primer 0,1µM XE11 
 0,44µl BMV-RNA (0,4µg) 
Pro Ansatz wurden 5µl der entsprechenden NP40-Lysate verwendet. Nach einer 
einstündigen Inkubation bei 42°C und 5minütiger Denaturierung bei 95°C wurde mit 
2U DNase-freier RNase ein Verdau für 30min bei 37°C durchgeführt. Im Anschluss 
an die cDNA-Synthese folgte der PCR-Schritt zur Amplifikation der BMV-spezifischen 
cDNA. Dazu wurden dem Ansatz folgende Komponenten hinzugefügt: 
 11,18µl aq.dest 
 0,32µl 0,3M KCl 
 1µl 10mM dNTPs (je 2mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
 5µl 10µM Primer XE9 und XE10 
 2,5µl RedTaq
-Polymerase  
Anschließend wurden die Proben auf einem 2%igen Agarosegel analysiert und zur 












Beim Southern-Transfer wird DNA nach elektrophoretischer Auftrennung aus der 
Gelmatrix auf eine Nylonmembran übertragen und immobilisiert.  
In dieser Arbeit diente der Southern Blot als zusätzliche Spezifitätskontrolle zum 
Nachweis reverser Transkriptasen. 
Da der Southern-Transfer als Fortsetzung des RT-Assays im Rahmen der 
Dissertation von Rosemarie Burian durchgeführt wurde, wird er nur kurz beschrieben.  
Nach der Gelelektrophorese wurden die PCR-Fragmente des 2%igen Agarosegels 
durch Diffusionsblotting in 10xSSC für ca. 16-24h bei RT über Kapillarkräfte auf eine 
Nylonmembran übertragen. Anschließend wurde nach Denaturieren, Neutralisieren 
und Nachpuffern die Membran 2x mit UV-Licht von 0,06J/cm2 kreuzvernetzt und 
somit die sich darauf befindenden Fragmente immobilisiert. Die Membran wurde in 
eine Hybridisierungsröhre überführt und bei 50°C für 30min mit 10ml 
Hybridisierungslsg. prähybridisiert. Anschließend wurde die DIG-markierte Sonde 
(0,1µM XE14) zugegeben und für 18-24h bei 50°C hybridisiert. Nach einer 
Posthybridisierung für 30min bei 62°C in 2xSSC wurde für 30min in Puffer 2 
(Blocking Reagenz 1:10 in Maleinsäure-Puffer) abgesättigt.  
Es folgte eine Inkubation von 30min bei RT mit einem anti-DIG-alkalischen 
Phosphatase-Antikörpers (1:10000 in Puffer 2). Nach zweimaligem Waschen mit 
DIG-Waschpuffer (Maleinsäurepuffer + 0,3% Tween) wurde die Membran für 2min in 
Detektionspuffer äquilibriert und anschließend für 5min in einer Plastiktüte mit 7ml 
CDP-Star geknetet. Nach Abnahme des CDP-Stars und weiteren 10min im 






6 Ergebnisse  
6.1 Knock out der porcinen -1,3 Galaktosyltransferase 
6.1.1 Zur Klonierung und Charakterisierung verwendete Primer der porcinen -
1,3 Galaktosyltransferase 
Im Verlauf der Promotionszeit wurde eine Vielzahl von Primern, spezifisch für die 
porcine -1,3 Gal GT, konstruiert. Die meisten sind in folgender Grafik dargestellt: 




































Abbildung 8: Darstellung der für die porcine -1,3 Gal GT kodierenden Bereiche mit Primern 
 
6.1.2 Konzept zur Generierung eines -1,3 Gal GT knock out Vektors 
Zwei „Promotortrap“-Vektoren (s.Kap. 3.2.1), welche sich lediglich bezüglich der 
eingesetzten Antibiotikaresistenz unterscheiden, sollten zur Inaktivierung des -1,3 
Gal GT Gens hergestellt werden. Dabei sollen durch homologe Rekombination die 
Exons5-9 (bis 3´UTR), und damit alle katalytischen Bereiche, eliminiert werden.  
Folgende Elemente sollten im Vektor enthalten sein:  
1) Zwei homologe Bereiche des porcinen -1,3 Gal GT Gens. Zum einen das 
Intron4 mit 6500bp und zum anderen die 3´UTR mit 1600bp des Exon9 
2) LoxP-Sequenzen auf beiden Seiten der Antibiotikakassette 
Das Cre-lox-Rekombinationssystem (260-263) stammt ursprünglich aus dem 
Bakteriophagen P1. Die Expression des Enzyms Cre-Rekombinase in der 
Zelle bewirkt eine Excision von zwischen zwei loxP Sequenzen befindlichen 
Genbereichen. Die Einführung der loxP-Bereiche soll in dem zu generierenden 
Vektor eine Option zur Eliminierung der Antibiotikaresistenz ermöglichen.  
3) IRES-Sequenz (264-266) mit drei, jeweils unterschiedlichen Leserahmen 
entsprechenden, vorgeschalteten Stopkodons. Durch diese Stopkodons wird 
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die Translation der zu inaktivierenden -1,3 Gal GT, oder eines anderen 
Transkripts, gestoppt. IRES sind interne Ribosomenbindungsstellen („internal 
ribosome entry sites“) und ermöglichen eine von der 5´-Cap-Struktur und dem 
Cap-Bindungskomplex unabhängige Translation eukaryotischer mRNA. Diese 
Sequenzen wurden bisher im Genom der Picornaviren und des Hepatitis-C-
Virus identifiziert. Die Translation der Virus-RNA geht von diesen Stellen aus. 
Die IRES-Sequenz erlaubt die Translation zweier offener Leserahmen von 
einer mRNA aus und dient, da sich kein Promotor in dem zu generierenden 
Vektor befindet, der Translation der eingefügten Antibiotikaresistenz.  
4) Gene für bakterielle Phosphotransferasen, die eine Antibiotikaresistenz 
(Neomycin bzw. Zeozin) vermitteln 
 
6.1.2.1 Charakterisierung von BAC-Klonen für die anschließende Klonierung -1,3 Gal 
GT-homologer Sequenzen 
Aus der von Rogel-Gaillard (267) vorgestellten porcinen genomischen „Bacterial 
Artificial Chromosome“ (BAC)-Bibliothek wurden uns sechs verschiedene Klone zur 
Verfügung gestellt. Diese Klone wurden vorab mit zwei spezifischen Primerpaaren 
(Exon4 und Exon9) getestet und enthalten entsprechende Genbereiche der porcinen 
-1,3 Gal GT. Aus den BACs sollten die für den Gal knock out Vektor benötigten 
beiden homologen Bereiche gewonnen werden.  
Ein Problem zu Beginn war die Aufreinigung der BACs aus den Bakterienkulturen. 
Die BAC-Klone mit einer Größe von ca. 200kb waren nur schwer von der 
genomischen Bakterien-DNA zu trennen. Bei der herkömmlichen Aufreinigung nach 
Birnboin ging der Großteil der BACs nach der Ausfällung mit Kaliumacetat verloren. 
Es bedurfte einiger Versuche unter Anwendung und Austestung unterschiedlicher 
Protokolle, bis sich die BACs in ausreichender Qualität darstellen ließen und vor 
allem auch eine Amplifikation größerer Fragmente in der Long Distance-PCR (LD-











Mit der aufgereinigten BAC-DNA wurden PCRs zur Kontrolle auf Vollständigkeit des 
-1,3 Gal GT Gens durchgeführt. Diese sind in folgender Tabelle zusammengefasst. 
Klon Exon 4 
(S16 / XE63) 
Exon 6/7 
(XE69 / 70) 
Exon 9 
(XE83 / 72) 
181 E9  + + 
339 C11 + + + 
544 G1 + + + 
651 H6 + + + 
754 D6 + + + 
836 A5 + +  
Tabelle 2: Charakterisierung der BAC-Klone in der PCR aus Vollständigkeit des Gens  
  -1,3 Gal GT 
Die vier BAC-Klone 339, 544, 651 und 754 zeigten sich als geeignet zur Amplifikation 
der gewünschten homologen Bereiche. 
6.1.2.2 Klonierung der homologen Bereiche der -1,3 Gal GT 
Als homologe Bereiche zur Generierung des knock out Vektors wurden zum einen 
das Intron 4 mit ca. 6500bp und zum anderen die 3´UTR mit 1600bp aus dem Gen 
der porcinen -1,3 Gal GT ausgewählt.  
Die 3´UTR wurde aus dem BAC651 nach PCR mit den Primern XE83 und XE72 mit 
Pwo-Polymerase, anschließendem A-Tailing mit RedTaq-Polymerase und TOPO TA 
Klonierung in den Vektor pCRII gewonnen.  
Für das Intron 4, ebenfalls aus BAC 651, wurde eine LD-PCR mit dem Expand Long 
Template System und den Primern XE81 und XE82 durchgeführt. Nach Auftrag auf 
einem Agarosegel folgte die Aufreinigung und Klonierung mit den im TOPO TA XL 























Abbildung 9: Darstellung der beiden Vektoren mit den homologen Bereiche der porcinen 




Mit beiden Klonen wurde eine Restriktionskartierung durchgeführt. Da der 
entsprechende Bereich der 3´UTR bereits publiziert ist, war ein Vergleich gut 
möglich. Die klonierte Sequenz der 3´-UTR erwies sich in den untersuchten 
Bereichen als korrekt. Im Falle des Intron 4, welches bisher nicht publiziert ist, ergab 









































XE157 XE 123  
Abbildung10: Restriktionskartierung des in pCRXL klonierten Intron4    
  Schnittstellen von ApaL1, MluI, NotI, SacI, SacII, SalI, StuI und XhoI waren nicht 
  detektierbar. XE157/XE123 stellen Primer dar, die nach Sequenzierung der  3´und 5´-
  Enden generiert wurden 
 
6.1.2.3 Subklonierung des Zeozinresistenzgens in pSVKeoXI 
Da beide Allele der porcinen Endothelzellinie PEDNSV eliminiert werden sollten, war 
es geplant, zwei KO-Vektoren mit zwei verschiedenen Antibiotikaresistenzgenen zu 
verwenden. Beide Resistenzgene sollten in dem endgültigen Konstrukt von loxP-
sites flankiert werden. Als Basis für die Selektionskassette wurde der Vektor 
pSVKeoXI verwendet. Dieser enthält neben einer Neomycinresistenz unter Kontrolle 
des SV40 Promotors zwei loxP-sites. Für die Herstellung einer Zeozinkassette wurde 
die Neomycinresistenz in pSVKeoXI entfernt. Das Zeozinresistenzgen wurde 
anschließend aus dem Vektor pcDNA3.1/Zeo über einen BpmI/StuI-Partialverdau in 
pSVKeoXI kloniert. Die korrekte Position des Zeozingens im Vektor pSVKeo Zeozin 

































Abbildung 11: Darstellung der beiden Ausgangsvektoren zur weiteren Subklonierung der  




6.1.2.4 Generierung des Vektors pCRXL mit beiden homologen Bereichen 
Für weitere Klonierungsschritte wurde ein Vektor, in dem sich beide homologen 
Bereiche des -1,3 Gal GT Gens befinden, generiert. Die 3`UTR wurde mit EcoRI 
aus dem Vektor pCRII herausgeschnitten und in den mit EcoRI linearisierten Vektor 
pBluescript SK(-) subkloniert. Über einen Restriktionsverdau mit NotI und XhoI wurde 

































Abbildung 12: Subklonierung der 3´UTR aus pBluescript SK(-) in pCRXL mit Intron 4 über 
  NotI/XhoI 
 
6.1.2.5 Subklonieren der IRES-Sequenz mit vorgeschalteten Stopkodons 
Die sich im VektorpSVKeoXI befindlichen Antibiotikaresistenzgene wurden mit Hilfe 
einer PCR in den die IRES-Sequenz enthaltenen Vektor pCITE-2a(+) überführt. 
Aus pSVKeoXI (für Neomycinresistenz) und pSVKeo Zeozin (für Zeozinresistenz) 
wurde zur Amplifikation des Antibiotikaresistenzgens mit SV40 poly(A)-Stelle und 3´-
terminaler loxP-site eine PCR mit folgenden Primern durchgeführt.  
Die Sense-Primer besitzen am 5´-Ende eine zusätzliche EcoRI und NdeI-
Erkennungssequenz. In der NdeI-Erkennungssequenz befindet sich das Startkodon  
zur Translation des entsprechenden Antibiotikaresistenzgens. Der RAS-Primer ist 
hinter der 3´-terminalen loxP-site und der NotI-Erkennungssequenz in pSVKeo 
(Position 2018-1993) positioniert. Die mit Hilfe der PCR generierten Produkte wurden 






























Abbildung13: Darstellung der Subklonierungsvektoren pCITE-2a (+) mit    
  Antibiotikaresistenzen 
 
Zur Klonierung der 5´-terminalen loxP-site wurde die bereits fast vollständig 
vorhandene Kassette aus den Vektoren pCITE-Neomycin bzw. pCITE-Zeozin in 
einer PCR amplifiziert und in den Vektor pSVKeoXI kloniert.  
Der verwendete Sense-Primer beinhaltet das Startkodon des IRES-Bereiches aus 
pCITE-2a(+). Vor diese Sequenz wurden drei Stopkodons, je Leseraster eines, 
geschaltet. Der RAS-Primer stellt den T3-Promotor mit einer BamHI 
Erkennungssequenz dar.  
Das mit diesen Primern generierte PCR-Produkt wurde mit BamHI verdaut und in 
den Vektor pSVKeoXI (HINDIII geschnitten, Enden mit Klenow-Polymerase aufgefüllt 










































6.1.2.6 Klonieren der Antibiotikakassetten in pCRXL (mit Intron4 und 3´UTR) 
Die generierten pSVKeo-Neo bzw. Zeo Kassetten-Vektoren wurden mit SalI 
linearisiert und die entstandene Restriktionsschnittstelle geglättet. Durch einen 
Verdau mit NotI wurden die entsprechenden Antibiotikakassetten herausgeschnitten 
und auf einem Agarosegegel aufgereinigt. Diese Fragmente wurden in den mit 
EcoRV und NotI geöffneten Vektor pCRXL (mit Intron4 und der 3´UTR) kloniert. 
NotIEcoRV

















Abbildung 15: Schematische Darstellung der zu generierenden knock out Vektoren 
 
Die Generierung des ersten kompletten Neomycin -1,3 Gal KO Konstruktes gelang 
relativ schnell. Es zeigten sich allerdings in der PCR, vor allem bei Verwendung des 
Primers XE124, unklare Ergebnisse. Eine Sequenzierung zur Kontrolle der 
Klonierungsstellen ergab, im Vergleich zu Sequenzen eines BACs , ein Fehlen von 
189 Basen im Intron4 am 3´-Ende. Dieser Verlust ließ sich durch das Vorhandensein 
einer vorher nicht identifizierten EcoRV-Schnittstelle in der Position 186 im Intron4 
erklären. Da EcoRV als Klonierungsenzym diente, ist der Befund nicht weiter 
erstaunlich. In diesem fehlenden Basenabschnitt liegen leider die Spleißstellen zur 
Excision des Intron4, so dass neue Vektoren generiert werden mussten. 
Bedingt durch die Größe, und vor allem der größtenteils unbekannten Sequenz, war 
die Verwendung anderer Restriktionsenzyme als EcoRV und NotI nicht möglich.  
Mit Hilfe eines durchgeführten Partialverdaus mit EcoRV gelang später die 




6.1.2.7 Der -1,3 Gal GT knock out Vektor pMW8 Neo 
Der generierte Klon wurde mit Hilfe unterschiedlicher Methoden hinsichtlich seiner 
Korrektheit überprüft. 
Zum einen wurde der Neomycinkassettenbereich, zwischen Primer XE124 am 
3´Ende des Intron4 und Primer XE136 in der 3´UTR, auf beiden Strängen komplett 
sequenziert. Das Ergebnis entsprach den erwarteten oder bereits publizierten 
Sequenzen. 
6.1.2.7.1 Charakterisierung mit Hilfe der PCR 
Der Vektor wurde über verschiedene PCRs mit -1,3 Gal GT-spezifischen Primern 







































Abbildung 16: Dargestellt ist eine PCR mit verschiedenen Primerkombinationen zur  
  Charakterisierung des Vektors pMW8Neo 
 
Aufgeführt sind die Größen und die Aussagen bezüglich der gewählten 
Primerkombinationen: 
 
Primer Größe Position 
XE123 / XE82 510 bp Zwischen 3´Ende von Intron 4 und Exon5 
XE123 / XE 72 4000bp Komplette Neomycinkassette und 3´-UTR  
XE124 / XE136 2200bp komplette Neomycin-Kassette, Spleißbereich  
XE124 / XE136 3500bp Komplette Neomycinkassette und 3´UTR, 
Spleißbereich 
XE127/ XE136 1400bp Zwischen Neomycinkassette und 3´UTR 
XE83 / XE72 1700bp Komplette 3´UTR 
Tabelle 3: Dargestellt sind die im oberen Gelbild verwendeten Primerkombinationen, ihre  
  Positionen und die zu erwartenden Fragmentgrößen  
Der Klon wurde mit fünf weiteren Primerkombinationen unterschiedlicher Bereiche 




Mit einer Vielzahl verschiedener Restriktionsenzyme wurde eine Kartierung des 


































Abbildung 17: Restriktionskartierung des Vektors pMW8Neo –ein Bild mit geringerer  
  Belichtung zurAblesung der SMART-Ladder im oberen Bereich ist nicht gezeigt 
 
In folgender Grafik sind die Schnittstellen der verwendeten Restriktionsenzyme 
verzeichnet. 































Die theoretisch erwarteten Fragmente wurden mit den Ergebnissen der 
Restriktionsverdaue verglichen. Die Auswertung ist in folgender Tabelle gezeigt. 
 
 EcoRV MluI MluI/HINDIII HINDIII MluI/XhoI 
erwartete 
Fragmente (kb) 0,2 / 13,6 linearisiert 3,2 / 3,6 / 7 3,2 / 3,6 / 7 1,9 / 3,5 / 8,4 
tatsächliche 
Fragmente (kb) linearisiert linearisiert 3,2 / 3,6 / 7 3,2 / 3,6 / 7 1,9 / 3,5 / 8,5 
Tabelle 4: Auswertung der Restriktionskartierung 
Zur Kontrolle wurden noch weitere Restriktionsverdaue durchgeführt.   
Zusammenfassend wurde die korrekte Lage aller im Vektor gewünschten 
Kompartimente bestätigt. 
 
6.1.2.8 Ansätze zur Herstellung eines KO-Vektors mit Zeozinresistenz 
Die Bemühungen zur Generierung des Gal KO-Vektors mit einer Zeozinresistenz 
erwiesen sich als ausgesprochen zeitaufwändig. 
Eine Vielzahl von Modifikationen des Klonierungsprotokolls, die im Folgenden 
aufgelistet sind, wurde getestet. 
Zur Linearisierung des Vektor: 
	 Verschiedene Enzymkonzentrationen von NotI und EcoRV 
	 Die Reihenfolge der im angesetzten Verdau verwendeten Restriktionsenzyme 
wurde variiert 
	 Gleichzeitige Verwendung beider Restriktionsenzyme 
	 Zeit des Restriktionsverdaus 
	 Dephosphorylierung des Vektors nach Restriktionsverdau 
 
Zur Isolierung der Zeozinkassette aus pSVKeo Zeozin: 
	 Verschiedene Enzymkonzentrationen von SalI und NotI 
	 Die Zeiten des Restriktionsverdaus wurden variiert 
	 Unterschiedliche Enzyme zur Glättung der SalI-Schnittstelle wurden 
verwendet (Klenow-Polymerase, Mung Bean-Nuklease, S1-Nuclease) 
	 Dephosphorylieren des Fragments nach der Aufreinigung 
	 Zeitpunkt der Agarosegelaufreinigung wurde gewechselt 
 
Für die Generierung des Gal KO-Vektors mit Zeozinresistenz waren sämtliche 
Subklonierungsvektoren vorhanden. Lediglich der letzte Klonierungsschritt mit 
Einbringen der Zeozinkassette aus dem Vektor pSVKeoXI in den geöffneten pCRXL 
mit beiden homologen Sequenzen wollte nicht gelingen.  
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In den meisten Fällen handelte es sich, bedingt um einen unvollständigen SalI-
Verdau, um religierte Vektorklone bzw. um, im Vergleich zum gewünschten Klon, zu 
kleine Plasmide. Ca. 5% der Klone enthielten zwar ein großes Insert mit dem 
gewünschten Intron 4, doch bedingt durch den vollständigen Verdau mit EcoRV, 
fehlten die 189 Basen am 3´-Ende.  
6.1.2.8.1 Alternative Strategie zur Herstellung des Zeozinkonstruktes 
Aufgrund der Probleme bei der Generierung des entsprechenden Zeozinklons, wurde 
zeitgleich als Alternative zur bisher gewählten Klonierungsstrategie eine 
abgewandelte „TA-Klonierung“ durchgeführt.  
Das Prinzip dieser sehr effizienten Methode zur Klonierung von PCR-Produkten 
wurde im Methodenteil (Kap. 5.2.12) bereits näher erläutert. In einer PCR wird durch 
eine DNA-Polymerase, die keine Korrekturfähigkeit besitzen darf, an das 
entstandene PCR-Fragment ein in der Mehrheit 3´-überhängendes Adenin 
synthetisiert. In einen, mit einem 3´- überhängenden Thymidin versehenen, 
linearisierten Vektor kann dieses Fragment ohne weitere Modifikation direkt ligiert 
werden. Ein solcher Klonierungsvektor befindet sich in allen kommerziell erhältlichen 
TA-Klonierungskits. 
Für die Anwendung bei der Umklonierung der Selektionskassette musste erst der 
Vektor pCRXL mit beiden homologen Bereichen linearisiert und mit überhängenden 
Thymidinresten versehen werden:  
1) Der Vektor pCRXL (mit Intron4 und 3´UTR) wurde mit NotI linearisiert, mit der 
Klenow-Polymerase geglättet und in einer, nur mit Thymidin als angebotenes 
dNTP, PCR-Reaktion am 3´Ende mit Thymidin versehen. Das zu klonierende 
Insert wurde aus pSVKeoXI mit SalI und NotI herausgeschnitten und mit einer 
Taq-Polymerase bei einer Inkubation von 30min bei 72°C mit Adenin gelabelt. 
Im Anschluss erfolgten eine normale Ligation mit Hilfe einer T4-Ligase und die 
Elektroporation in kompetente E.colis. In zwei Ansätzen wurden damit 350 
Klone gewonnnen. Eine Analyse ergab jedoch nur Klone mit einem zu kleinen 
Insert bzw. religierten Vektor.  
 
2) Bei der zweiten Methode wurde das Prinzip der Herstellung der TA-Vektoren 
der Fa. Invitrogen angewendet (267-269). Dazu wurden die 3´-überhängenden 
Thymidinreste mittels des Restriktionsenzyms XcmI generiert. In diesem Fall 
wurde jedoch, anders als üblich, nicht der Vektor, sondern das Insert mit 
überhängenden Thymidinresten versehen.           . 
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Zur Amplifikation der zu klonierenden Inserts aus pSVKeoXI wurden zwei 
Primer konstruiert, die an ihren 5´-Enden die Restriktionsschnittstelle für das 
Enzym XcmI enthalten und an ihren 3´-Enden jeweils 20bp homologe 
Bereiche der entsprechenden pSVKeoXI-Sequenz. Nach vollendeter PCR 
wurde das aufgereinigte Fragment mit XcmI und, zur Eliminierung der in der 
PCR eingesetzten Ausgangsvektoren, DpnI verdaut. Der Vektor pCRXL (mit 
Intron4 und 3´UTR) wurde mit NotI linearisiert und durch eine PCR mit 3´-
überhängenden Adenin versehen. Im Anschluss erfolgte eine normale Ligation 
mit T4-Ligase. Auch die mit dieser Methode generierten 120 Plasmidklone 
waren zu klein. 
 
6.1.3 Charakterisierung der porcinen Endothelzellinie PED2*3 
Zu Beginn der Promotionsarbeit Mitte 1999 erhielten wir von Fa. Biotransplant, 
Boston, USA, die porcine Endothelzellinie (immortalisiert mit SV40 T-Antigen) 
PEDNSV15 und einen mit dem Vektor pGALLAWAY stabil rekombinierten Klon PED 
2*3. Diese sind G418-resistent, außerdem wurde über pGALLAWAY ein Allel der -
1,3 Gal GT inaktiviert. Das zweite Allel sollte nach Aussage von Dr. Bob Hawley aus 
unbekannten Gründen nur eine abgeschwächte Galaktosyltransferaseexpression 
vermitteln.  
Die Zellinie PED2*3 sollte die Grundlage für die Herstellung einer komplett Gal-
defizienten Endothelzellinie bilden. Dazu sollte auch das zweite Allel mit einem 
eigenen, zu generierenden, -1,3 Gal GT knock out Vektor eliminiert werden. Diese 
generierte Zellinie sollte dann die Basis für die geplante Expressionsklonierung -1,3 
Gal-unabhängiger xenoreaktiver Epitope bilden. Desweiteren sollte mit Hilfe dieser 
Zellinie die potentielle in vivo Infektiosität Gal-negativer PERVs untersucht werden. 
 
Zur Charakterisierung wurden die aus Boston erhaltenen PED2*3-Zellen mit dem α-
1,3 Gal spezifischen Lektin IB4 durchflusszytometrisch untersucht. Zur Kontrolle auf 
Spezifität des Lektins wurde ein Galaktosidase-Verdau der PED-Zellen vor der 









Abbildung 19:  Durchflusszytometrische Bestimmung der Gal α-1,3 Galexpression mit dem 
  Lektin IB4 und Galaktosidase-Verdau zur Kontrolle der Spezifitätvon IB4 auf  
  PEDNSV und PED2*3 
 
Die Expression des Galepitops bei PED2*3 lag noch immer bei ca. 20% im Vergleich 
zu der der Ausgangszellinie PEDNSV oder primären porcinen Endothelzellen. Dieses 
Ergebnis entsprach den Angaben aus Boston.  
Der vorher durchgeführte Galaktosidaseverdau der PEDNSV zeigte in der 
anschließenden Färbung mit IB4 eine im ähnlichen Maße reduzierte Fluoreszenz. 
Der Galaktosidase-Verdau der PED2*3 führte zu einer weiteren drastisch reduzierten 
Galexpression im Vergleich zur unbehandelten PEDNSV (ca. 5-10%). 
Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie konnten auch über Bindung von humanem 
Serum im Westernblot und immunhistologisch bestätigt werden (Daten nicht gezeigt).  
Leider zeigte sich im Verlauf der ersten drei Wochen ein extrem problematisches 
Kulturverhalten der PED2*3. Je länger die Zellen sich in Kultur befanden, umso 
größer wurde die Rate der absterbenden Zellen. An das Procedere einer 
Transfektion mit anschließender Selektion war mit diesen Zellen deshalb nicht zu 










6.1.4 Inaktivierung des -1,3 Gal GT-Gens in der porcinen Endothelzellinie 
PEDNSV 
6.1.4.1 Etablierung der Transferrinfektion 
Porcine Endothelzellen lassen sich mit herkömmlichen Methoden ausgesprochen 
schlecht transfizieren (Aussagen anderer Arbeitsgruppen im Vorfeld der Planungen). 
Auch die Liposomen-vermittelte Transfektion sollte nur sehr mäßige Raten 
transfizierter Zellen ergeben. Für das Vorhaben der homologen Rekombination, auch 
hinsichtlich der Größe des Vektors, ist eine möglichst effiziente Methode zur 
Aufnahme der DNA in die Zelle entscheidend. Es wurde eine Kombination einer über 
Transferrin-Rezeptoren vermittelten Endozytose mit Lipofectin, einer relativ neuen 
Methode, getestet.  
Zu Transfektion der PEDNSV wurde die DNA zum Vergleich mit Lipofectamin bzw. 
Lipofectin und Holo-Transferrin komplexiert. Über die auf vielen verschiedenen 
Zelltypen exprimierten Transferrinrezeptoren wird mittels Endozytose der DNA-
Komplex in die Zelle aufgenommen. Die Art der Komplexbildung ist noch immer 
ungeklärt. Diese Lipofektion über Transferrinrezeptor-vermittelte Aufnahme in die 
Zielzellen wird als Transferrinfektion bezeichnet (258, 259, 270-276). 
6.1.4.1.1 Nachweis der Expression von Transferrinrezeptoren auf PEDNSV 
In einer ersten Kontrolle wurden die PEDNSV auf die Expression von 
Transferrinrezeptoren hin untersucht. Mit Primern des Exon4 aus dem porcinen 







































Abbildung 20: Dargestellt ist eine RT-PCR der PEDNSV mit ß-Aktinprimern als   




Deutlich erkennbar sind zum einen das Amplifikat mit der Größe von 780bp bei 
Verwendung der ß-Aktinprimer als Positivkontrolle und zum anderen das 186bp 
große Amplifikat der Transferrinrezeptorprimer. Die PEDNSV exprimieren demnach 
porcine Transferrinrezeptoren, eine wichtige Grundvoraussetzung für eine effiziente 
Transferrinfektion. 
6.1.4.1.2 Optimierung der Transferrinfektion 
Für die Optimierung der Transferrinfektion wurden die Zellen HUVEC, PEDNSV und 
HEK293 verwendet. Die drei Plasmide pSVßGal, pEGFPC1 und phrGFP dienten zur 
Beurteilung der Transfektionsrate.  
Folgende Faktoren wie die zur Transferrinfektion eingesetzten Zellen in 
verschiedenen Zellzahlen, Lipofectamin versus Lipofectin, Einfluss der Expression 
des Markerproteins auf Zellviabilität und die Frage einer möglichen Induktion von 
Transferrinrezeptorexpression durch Desferroxaminemesylat (DFO) wurden 
untersucht. 
Ergebnis für HUVEC: einzusetzende Zellzahl bei 6-well-Platten 1-2x105 / well 
 Lipofectamin ist toxischer als Lipofectin  
 Transfektionsrate bei Verwendung von Lipofectamin/Lipofectin mit ca. 25% 
  positiven Zellen ähnlich 
 Mit pSVßGal nur max. 1% positive Zellen 
 Mit pEGFP zelltoxische Effekte sichtbar 
 Induktion mit DFO bewirkt eine längere Expression von EGFP und hrGFP  
Ergebnis für HEK293: einzusetzende Zellzahl 2-3x105 / well 
 Lipofectamin ist geringfügig toxischer als Lipofectin 
 Transfektionsrate ist bei Verwendung von Lipofectamin mit ca. 40% positiven 
  Zellen höher 
 Mit pSVßGal max. 15% positive Zellen 
 Mit pEGFP ca. 10% höhere Transfektionsrate als mit phrGFP 










Ergebnis für PEDNSV: einzusetzende Zellzahl 1-2x105 / well 
 Lipofectamin ist geringfügig toxischer als Lipofectin 
 Transfektionsrate ist bei Verwendung von Lipofectamin/Lipofectin mit ca. 40% 
  positiven Zellen ähnlich 
 Mit pSVßGal 25% positive Zellen 
 Mit pEGFP kaum Zelltoxizität, und bessere Expression 
 Induktion mit DFO bewirkt mit ca. 50% positiven Zellen eine höhere  
  Transfektionsrate 
Die mit dieser Methode erreichten Transfektionsraten der PEDNSV erschienen für 
die Durchführung des Versuches zur Inaktivierung der -1,3 Gal GT ausreichend.  
Zur Gewinnung stabiler Zellklone müssen die Zellen 4-5h nach der Transfektion für 
einen Zeitraum von mindestens 2 Wochen je nach in die Zellen einzubringender 
Resistenz mit dem entsprechenden Antibiotikum selektiert werden. Dabei ist diese 
einzusetzende Konzentration für jede Zellinie oder primäre Zellen einzeln 
auszutesten. Im Fall von pMW8Neo wurde der Einsatz des Antibiotikums G418 
geplant. In fünf unabhängig voneinander durchgeführten Verdünnungsreihen wurde 
die für PEDNSV letale Konzentration mit 0,8µg/ml G418 ermittelt. 
 
6.1.5 Transferrinfektion der PEDNSV mit pMW8 Neo 
Mit dem optimierten Protokoll wurden sechs Transfektionen von im Schnitt 8x106 
PEDNSV unter Verwendung von Lipofectin und teilweise mit Induktion durch DFO 
durchgeführt. 
Aus allen Transferrinfektionen wurden insgesamt 78 G418-resistente Klone isoliert.  
Von diesen ließen sich 34 als stabile, G418-resistente Zellinien gewinnen. Die 
restlichen Zellklone überlebten entweder das Procedere der Zellisolierung aus den 
Transfektionswells nicht oder erwiesen sich über einen längeren Zeitraum gesehen 











6.1.5.1 Charakterisierung der isolierten G418-resistenten Klone 
Unter Verwendung unterschiedlicher Primerkombinationen wurden aus isolierter 
genomischer DNA der stabil transfizierten Klone PCRs durchgeführt. So sollte geklärt 
werden, ob das Konstrukt in den einzelnen Klonen jeweils homolog rekombiniert oder 
zufällig integriert, vorliegt.  




























Abbildung 21: Darstellung sämtlicher Möglichkeiten der Integration von pMW8Neo ins Genom 
  PEDNSV. Ebenfalls gezeigt sind die Positionen der eingesetzten Primer, die Pfeile  
  deuten dabei die Orientierung der Primer an. 
Folgende Primerkombinationen wurden zur Charakterisierung der Klone verwendet:  
 Primer Größe Aussage 
A1 XE132 / XE136 574bp positiv bei pMW8Neo-Sequenz 
A2 XE158 / XE136 570bp positiv bei pMW8Neo-Sequenz 
B XE152 / XE154 1030bp Positivkontrolle: -1,3 Gal GT Gen 
C1 XE132 / XE153-155 ca. 3kb positiv, wenn pMW8Neo korrekt homolog rekombiniert ist 
C2 XE158 / XE153-155 ca. 3kb positiv, wenn pMW8Neo korrekt homolog rekombiniert ist 
D XE156 / XE157 254bp positiv, wenn das Konstrukt zufällig incl. Vektorsequenzen integriert ist 
E XE 83 / T7 2kb positiv, wenn das Konstrukt zufällig incl. Vektorsequenzen integriert ist 
Tabelle 5: Primerkombinationen und deren Aussagen hinsichtlich einer Integration von  








Alle G418-resistenten Klone ließen sich mittels PCR-Reaktionen untersuchen. In der 
nächsten Tabelle sind die Ergebnisse mit Angabe der verwendeten Primerpaare  








Am 5´Ende - D 
Falsch integriert 
Am 3´Ende - E 
Anzahl 
Klone 
positiv positiv   positiv 11 
positiv positiv  positiv  2 
positiv positiv  positiv positiv 8 
 positiv    5 
positiv positiv    8 
Tabelle 6: Dargestellt sind die PCR-Ergebnisse der G418-resistenten Klone   
  Zu beachten ist, das für die Primerkombinationen C1/C2 keine Positivkontrolle  
  vorhanden ist und daher keine Aussage bezüglich der Funktionsfähigkeit der Primer 
  getroffen werden kann 
 
6.1.5.1.1 Durchflusszytometrische Analyse der G418-resistenten Klone mit IB4 
Es besteht die Möglichkeit, dass Klone, in denen das Konstrukt homolog 
rekombiniert ist, bei dem also ein Allel der -1,3 Gal GT inaktiviert wurde, einen 
messbar niedrigeren Level an Gal-1,3 Gal Epitopen aufweisen. Um solche Klone 
identifizieren zu können, wurden vier der acht Klone (Nr. 2,5,11 und 20), trotz 








Abbildung 22: Dargestellt ist die durchflusszytometrische Analyse von vier G418-resistenten  




Bei den bisher getesteten vier Klonen ließen sich keine signifikanten Unterschiede in 
der Expression von Galepitopen zwischen der Ausgangszellinie PEDNSV und den 
G418-resistenten Klonen feststellen.  
 
 
6.2 Untersuchungen zum Infektionsrisiko porciner endogener 
Retroviren 
Das zweite große Teilgebiet umfasst die Analyse einer möglichen PERV-Infektion in 
einem „Drei-Spezies-Infektionsmodell“.  
 
6.2.1 Permissivität primärer humaner Zellen 
Eine Voraussetzung zur Durchführung des bereits erwähnten experimentellen in vivo 
Ansatzes war die Infizierbarkeit primärer humaner Endothelzellen mit PERV. Unsere 
Arbeitsgruppe konnte über in vitro Infektionsexperimente mit 
replikationskompetenten Viren nachweisen, dass PERV auf humane Fibroblasten, 
Mesangium- und Endothelzellen übertragen werden kann. Für Mesangium- und 
Endothelzellen konnte eine produktive Infektion gezeigt werden. Unterstützt werden 
konnten diese Daten durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten 
Pseudotypisierungsexperimente zum Nachweis des PERV-Rezeptors auf 
verschiedenen Zellen (167, 240). 
 
6.2.1.1 Nachweis von PERV-Rezeptoren über Pseudotypisierungsexperimente 
Die von uns verwendete Verpackungszellinie TelB6 (179) exprimiert stabil zwei 
Konstrukte, beide basierend auf MLV-Genomen. Konstrukt 1 ist ein bis auf die LTRs 
und intakte Verpackungssignale deletiertes MLV-Genom und enthält zusätzlich einen 
ß-Galaktosidaseleserahmen mit vorgeschaltetem „nuclear location signal“ als 
Markergen. Konstrukt 2 ist ein MLV-Genom, in dem Verpackungssignale und env-
Gen deletiert wurden. Zusätzlich wurde jeweils ein drittes Konstrukt transfiziert, in 
dem Verpackungssignale und alle MLV-Gene deletiert worden waren, welches 
jeweils den PERV env A, B oder C-Leserahmen enthält. Exprimieren die Wirtszellen 
die entsprechenden PERV-Rezeptor, so werden sie durch die Ablesung des 
Galaktosidasegens und Umsetzung des Substrates IPTG blau gefärbt und lassen 
sich im Mikroskop detektieren. 
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Abbildung 23: Pseudotypisierungsexperiment mit primären humanen Endothelzellen (HUVEC)   
  Die PERV-Rezeptor exprimierenden Zellen sind bedingt durch Umsetzung des  
  Substrates X-Gal blau gefäbt 
Die durchgeführten Infektionsexperimente zeigten eine PERV-Transmission auf 
humanen Endothelzellen, isoliert aus Umbilikal- oder Beinvenen, auf vaskuläre 
Fibroblasten, HEK293 und auf Mesangiumzellen. Auf Endothelzellen des 
Javaneraffen, C42 des Pavians und humanen Lymphozyten auch nach Aktivierung 
mit PHA, ließen sich keine Rezeptoren für PERV nachweisen. Mit Hilfe der 
pseudotypisierten Viren konnten Rezeptoren für PERV-A und PERV-B auf 
Endothelzellen detektiert werden.  
 
6.2.2 Vorstellung des „Drei-Spezies-Infektionsmodells“ 
Primatenmodelle können sehr gut die Bedingungen einer klinischen 
Xenotransplantation widerspiegeln. In unserem Modell treten PERV-Partikel, welche 
potentiell aus dem porcinen Transplantat freigesetzt werden, in engen Kontakt zu 
humanen Endothelzellen. Diese sind, wie bereits gezeigt, hoch permissiv für PERV. 
 
Nicht transgene wie auch hCD59 transgene porcine Nieren wurden in Javaneraffen 
transplantiert. Eine „life supporting“ Situation wurde durch das Ligieren des 
empfängereigenen Ureters erreicht. Gleichzeitig wurde die porcine Vena renalis 
durch ein Interponat, welches aus humaner Vena saphena generiert wurde, ersetzt 
und an die Vena cava des Affen anastomosiert. Die Tiere wurden mit einer 
Kombinationstherapie aus konditionierter Cyclophosphamidgabe, Cyclosporin, 














Abbildung 24: Auf der linken Seite ist die Konstruktion und Transplantation des humanen  
  Interponats dargestellt. Die beiden humanen Vena saphena-Segmente wurden  
  zusammen gefügt und distal an die porcine Niere anastomosiert. Auf der rechten Seite 
  ist ein topographisches Schema des humanen und porcinen Transplantats in situ  
  gezeigt. Die Pfeile symbolisieren die Richtung des Blutflusses. 
 
6.2.3 Überlebenszeiten und Untersuchungsplan der Empfängertiere 









hCD59 hCD59 hCD59 
Überlebenszeit 6 Tage 13 Tage 14 Tage 19 Tage 2 Tage 3 Tage 
Tabelle 7: Xenotransplantate und Überlebenszeiten der Javaneraffen 
 
Nach Abstoßung der porcinen Niere oder Tod des Empfängertieres wurden die 
humanen Interponate entfernt, Proben davon eingefroren und die Zellen daraus 
isoliert. Zusätzlich wurden Blut-, Serum- und Gewebeproben der transplantierten 
Tiere auf eine PERV-spezifische Immunantwort und Indikationen für eine PERV-
Transmission untersucht.  
Die immunhistochemischen Untersuchungen, der Nachweis von Proviren mittels 
PERV-spezifischer PCR (aus den isolierten Zellen, dem Interponat und den PBLs) 
und die RT-PCR aus den Seren der Empfängertiere wurden von Rosemarie Burian 





















Explantat: isolierte Zellen 
nach 2,4,6+8 Passage X   X   
Explantat:  
direkt lysiert  X      
Explantat:  
direkt geschnitten     X  
Kontrolle: transplantierte 
humane Vene X    X  
Zellkulturüberstände 
der isolierten Zellen   X    
Empfängertier: Plasma 
von Tag-1, dann 
wöchentlich  
 X    X 
Empfängertier: PBL von 
Tag-1, dann wöchentlich X      
Empfängertier: Serum 
von Tag-1, dann 
wöchentlich  
  X    
Tabelle 8 Probenentnahmeplan mit den dazugehörigen Untersuchungen 
 
6.2.3.1 Kontrolle der Integrität der explantierten Implantate 
Um die Integrität der Interponate, vor allem der Endothelzellschicht, zu überprüfen, 
wurden kleine Stücke der direkt nach der Explantation entnommenen Implantate 
geschnitten und immunhistochemisch untersucht. Bei Tier 075 war dies leider nicht 
mehr möglich. Als Endothelzellmarker wurde der Antikörper CD31 (Klone WM59 und 
JC70A) und als Marker für porcine Zellen das Lektin IB4 verwendet. 
Javaneraffenvene und porcine bzw. humane Vene wurden als Kontrollen ebenfalls 
geschnitten und gefärbt. 
Die IB4-Färbung ergab, außer bei Verwendung der porcinen Vene, durchweg 
negative Ergebnisse und ist deshalb hier nicht dargestellt. 
Eine Färbung mit dem Klon WM59 des Antikörpers CD31 zeigte eine Kreuzreaktivität 
mit Endothelzellen (EC) der Javaneraffenvene. Eine Unterscheidung zwischen 
humanen und Javaneraffen EC ließ sich hiermit nicht ermöglichen. 
Der andere Klon, JC70A, hingegen ergab keine Kreuzreaktivität. Die EC des 







Dieses ist auf den folgenden Bildern dargestellt: 
 
Abbildung 25: humane Vene: auf der linken Seite ist die Negativkontrolle ohne Antikörper  
  gezeigt; auf der rechten Seite ist die Anfärbung mit CD31 (Klon JC70A)  
 
Abbildung 26: linke Seite: Anfärbung mit CD31 (KlonJC70A) der Javaneraffenvene  
  rechte Seite: Färbung eines Interponats (6 Tage in situ, Tier 192) mit CD31 (Klon  
  JC70A) 
Durch die Verwendung des Klons JC70A (CD31) konnte zum Zeitpunkt der 
Entnahme bei allen transplantierten Tieren (außer Tier 075) eine intakte, humane 













6.2.3.2 Durchflusszytometrische Charakterisierung der aus humanen Interponaten 
isolierten Zellen 
Nach dem Tod der Tiere wurden die Interponate explantiert und die Zellen daraus 
isoliert. Dieses gelang bei allen Tieren. Neben humanen EC und Fibroblasten und 
porcinen EC wurden auch Fibroblasten und EC vom Javaneraffen für Kontrollen 
gewonnen. 
 
Abbildung 27: Links: Isolierte Fibroblasten (oben) und Endothelzellen (unten) vom   
  Javaneraffen rechts: Eine typische Darstellung des zur Analyse eingestellten Gates 
  von HUVEC bei der durchflusszytometrischen Analyse 
Auf die Charakterisierung hinsichtlich des Zelltyps und der Spezies der isolierten 
Zellen wurde viel Zeit verwendet. Da sich dies im Laufe einzelner Zell-Passagen 
ändern kann, wurden die 2., 4., 6. und 8. Passagen der Zellen 
durchflusszytometrisch analysiert.  
Eine Vielzahl verschiedener, anti-humaner, Antikörper stand zur Verfügung und 
wurde mit den verschiedenen Zellen unterschiedlicher Spezies getestet. Neben 
Antikörpern wurden auch Lektine zur Klassifizierung mit herangezogen. 
6.2.3.2.1 Die Verwendung von Lektinen 
Mit den beiden Lektinen IB4 und UEA-1 wurden mehrere durchflusszytometrische 
Analysen durchgeführt.   
6.2.3.2.1.1 Das Griffonia simplicifolia I Isolektin (IB4) 
Zum Nachweis von porcinen Zellen wurde IB4, welches spezifisch an das -1,3 
Galepitop bindet, verwendet.  
Im ersten Tier (192) ließen sich über alle Passagen hinweg zwischen 1,5-3,5% IB4-
positive Zellen darstellen. Das zweite Tier (75B) zeigte bei Analyse mit IB4 in der 
2.Passage 13% positive Zellen, bei der 5.Passage noch 0,7% und in der 7.Passage 




Die Aussagekraft dieser Messungen im Vergleich zu der einer porcin-spezifischen 
PCR wurde später als gering eingestuft, so dass bei den letzten drei Tieren diese 
Messungen nicht mehr durchgeführt wurden. 
6.2.3.2.1.2 Das Ulex Europaeus Agglutinin 1 (UEA-1) 
Das größte Problem bei Charakterisierung der isolierten Zellen zeigte sich bei der 
Diskriminierung humaner Zellen von möglicherweise vorhandenen Javaneraffen-
zellen. Als mögliche Methode wurde das Lektin Ulex Europaeus I (UEA-1) getestet. 
UEA-1 wurde zur Blutgruppendiagnostik herangezogen und erkennt als Epitop -
fukosylierte Glykoproteine und Glykolipide wie die H-Substanz (Blutgruppe 0) (278). 
Desweiteren wird UEA-1 zur Aufreinigungen humaner EC aus humanem Gewebe 
verwendet (279, 280). Andere Literaturhinweise waren ausgesprochen heterogen 












Abbildung 28: Färbung mit UEA-1; Rechts: Eignung von UEA-1 zur Differenzierung zwischen 
  humanen EC und Fibroblasten: Links: Dargestellt die Färbung von Javaneraffen EC 
  und isolierten Zellen eines Interponats (Tier192, 8.Passage) 
Die Färbungen mit UEA-1 waren sehr zuverlässig in der Differenzierung zwischen 
humaner EC und Fibroblasten. Die Fibroblasten zeigten sich immer negativ, die EC 
hoch positiv. Dieser Befund war unabhängig von der Blutgruppe (nicht gezeigt). 
Diese Unterscheidung konnte mit Javaneraffenzellen nicht so deutlich gezeigt 
werden. Die Färbungen von EC der Javaneraffen zeigten sich im Vergleich zu denen 
der humanen EC als nicht zuverlässig und deutlich weniger positiv. Die isolierten 
Zellen aus den Interponaten (Tiere 192, 075, 57B) reagierten recht ähnlich auf eine 
Markierung mit UEA-1. Die Zellen der 8.Passage des Tieres 192 sind exemplarisch 
gezeigt. Aufgrund der Unzuverlässigkeiten in der Färbung wurden die Analysen mit 
UEA-1 nach den ersten drei Tieren eingestellt. Immunhistochemische 
Untersuchungen mit UEA-1 waren ebenfalls nicht erfolgversprechend. Viele 
Kreuzreaktivitäten, schon mit der Matrix, waren erkennbar. 
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6.2.3.2.2 Der Endothelzellmarker CD31 
Zur Abtrennung der humanen von denen der Javaneraffen EC wurde der EC Marker 
CD31 herangezogen. Dieser bindet sehr spezifisch an das 130KD große 
Glykoprotein gpIIa´, auch bekannt als „platelet endothelial adhesion molecule“ 
(PECAM-1).  
Mehrere verschiedene anti-humane CD31-Klone sind bekannt. Der Klon WM59 ist im 
Allgemeinen für seine Kreuzreaktivität mit Primatenzellen bekannt (281). Dieses 







Abbildung 29: Dargestellt ist die Anfärbung von humanen EC und Javaneraffen EC mit dem 
  Klon WM59  
 
Der zweite Klon JC70A wurde in einer Publikation als im FACS nicht kreuzreagierend 
mit Primatenzellen beschrieben (282). Die durchflusszytometrische Analyse auf 





Abbildung 30: Gezeigt ist die durchflusszytometrische Messung von humanen EC und  




Die Färbungen mit JC70/A waren im Vergleich mit denen des Klons WM59 im 
Allgemeinen schwächer. Dennoch ist eindeutig, auch über mehrere Messungen 
hinweg, dass der Klon JC70/A in durchflusszytometrischen Analysen 
kreuzreagierend mit Javaneraffen EC und somit zur benötigten Fragestellung nicht 
geeignet war.  
6.2.3.2.3 Die Verwendung anderer Marker 
Neben den bereits erwähnten Markern wurden noch andere zur Analyse mit 
herangezogen.  
1) CD90: Erkennt ein 25-35KD großes Epitop u.a. auf Fibroblasten und reagierte 
nicht mit Fibroblasten von Javaneraffen. 
2) CD49e: Erkennt das 5 Integrin des Fibronektinrezeptors VLA-5 und reagierte 
positiv mit Fibroblasten und EC von Mensch und Javaneraffe. 
3) Anti HLA,B,C: Erkennt ein monomorphes Epitop auf dem MHC KlasseI 
Komplex und reagierte ebenfalls positiv mit EC und Fibroblasten von Mensch 
und Javaneraffe. 
Die Marker CD49e und HLA,B,C wurden als Positivkontrollen für isolierte Zellen 
verwendet. Der Marker CD90 wurde zur Bestimmung des Anteils von 
kontaminierenden Fibroblasten verwendet. Die isolierten Zellen (Tiere 192, 75B und 















6.2.3.3 Detektion einer potentiellen PERV-Infektion im Interponat oder daraus 
isolierter Zellen 
In nachstehender Tabelle sind die Ergebnisse aus den Untersuchungen dargestellt. 
Die einzelnen Ergebnisse werden in folgenden Abschnitten einzeln behandelt. 




negativ Tag1 neg. 
Tag6 pos. 
Tag1/13neg.      
Tag6 pos. 
Tag6/13 neg.   
Tag19 pos 
negativ negativ 





negativ negativ negativ negativ 
RT-PCR: 
Plasma  negativ negativ negativ negativ negativ negativ 
RT-Assay: 
Zellkulturüberstand negativ negativ negativ negativ negativ negativ 
Serum negativ negativ negativ negativ negativ negativ 
Westernblot: 
Plasma negativ negativ negativ negativ negativ negativ 
Tabelle 9: Auflistung der Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen, Details sind in den 
  entsprechenden Kapiteln erläutert 
 
6.2.3.3.1 Nachweis von Proviren über PCR 
Die Aufarbeitung der Gewebeproben bzw. der isolierten Zellen erfolgte dabei über 
den enzymatischen Verdau mit Proteinase K. Für den Nachweis von PERV-
Transmission wurden äußerst sensitive PERV pol Primer verwendet. Um falsch 
positive Signale aufgrund kontaminierender porciner DNA weitestgehend 
auszuschließen, wurden noch etwas sensitivere mitochondriale schweinespezifische 
Primer parallel verwendet. Proben, die sich in der porcin- und PERV-spezifischen 
PCR positiv zeigten, wurden mit einem anderen PERV-Primerpaar untersucht. 
Falsch positive Ergebnisse aufgrund kontaminierender XE1/2 PCR-Produkte können 
dadurch ausgeschlossen werden. Kontaminationen, welche durch porcines Gewebe 




Aus diesem Grund wurden alle, in der Tabelle als „positiv“ in der PCR vermerkten 
Proben, in einer quantitativen „real time“ PCR von unserem Kooperationspartner Dr. 
Patience untersucht. Diese PCR ist spezifisch für PERV pol und porcinem „swine 
leucocyte  antigen" (SLA). Durch einen quantitativen Vergleich zwischen PERV- und 
porcinspezifischer Amplifikaten lassen sich Aussagen bezüglich einer Infektion mit 
PERV oder einer Kontamination mit porcinen Zellen oder DNA treffen. Aus den 
Amplifikaten beider Primerkombinationen (PERVpol/SLA) zueinander lässt sich ein 
Verhältnis („Ratio“) bestimmen.  
Zur Verdeutlichung dient folgende Grafik: 
Porcine Zellen-
beinhalten PERV:
Nicht infizierte humane Zellen-
kontaminiert mit porcinen Zellen:
PERV-infizierte humane Zellen-







centromere Kopien   
Im Falle unserer untersuchten Proben ergaben sich keine Hinweise auf Infektionen.  
6.2.3.3.2 Nachweis von RT-Aktivität in Zellkulturüberständen 
Als ein weiterer Indikator für retrovirale Freisetzung in Zellkulturüberständen wurde 
ein retrovirale Reverse-Transkriptase (RT)-Assay (modifiziert nach Silver) verwendet. 
Mit diesem Test wird eine möglicherweise durch PERV freigesetzte RT-Aktivität 
bestimmt. 
Zellkulturüberstände von allen isolierten Zellen in den Passagen 2-4 wurden 
untersucht. In allen Proben ließ sich keine RT-Aktivität zeigen. 
 
6.2.3.4 Nachweis potentieller PERV-Infektionen des Empfängertiers 
6.2.3.4.1 Untersuchung von Lymphozyten des peripheren Bluts mit PERV-spezifischer PCR 
PBLs, von den Empfängertieren an verschiedenen Tagen entnommen, wurden lysiert 
und den bereits beschriebenen verschiedenen PCR-Methoden unterzogen. Positive 
Proben wurden auch in diesem Fall und zur endgültigen Klärung von Dr. Patience in 
der „real time“ PCR untersucht. Auch hier ergab sich keine Evidenz für eine PERV-
Infektion.  
6.2.3.4.2 Untersuchung von Serumproben auf PERV-Partikel mittels RT-PCR 
Die Isolierung vorhandener viraler RNA aus dem Serum erfolgte in der Regel über 
Bindung an Siliciagel-Matrices. Eine PERV-spezifische RT-PCR wurde angewendet, 
um virale mRNA-Expression in Zellen, vor allem aber, um genomische RNA, 




Zur Quantifizierung der entstehenden Produkte wurde ein interner Standard mit 
künstlich modifizierten PERV-Sequenzen parallel mit revers transkribiert.  
Die untersuchten Plasmaproben zeigten sich alle negativ hinsichtlich einer PERV-
mRNA Freisetzung. 
6.2.3.4.3 Nachweis von RT-Aktivität im Serum der Empfängertiere 
Mit einem kommerziell erhältlichen, für die Detektion einer RT hoch sensitiven Test 
(Cavidi Tech, Uppsala, Schweden) wurden Serumproben der Empfängertiere 
untersucht. Dieser Test wurde von unserem Kooperationspartner Dr. Denner am 
Robert-Koch-Institut in Berlin durchgeführt. 
In keiner der untersuchten Serum-Proben zeigten sich Reverse Transkriptase-
Aktivitäten.  
6.2.3.4.4 Nachweis einer PERV-spezifischen Immunantwort 
Reproduktive virale Infektionen ziehen in der Regel eine spezifische Immunantwort 
nach sich. Um eine produktive PERV-Infektion der Empfängertiere auszuschließen, 
wurden Seren der Tiere auf anti-PERV Antikörper untersucht. 
Aufgereinigte, hochtitrige und auf humane 293-Zellen adaptierte PERVs wurden auf 
einem denaturierendem Tricin-Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach einem 
Westernblot mit dem Plasma der Empfängertiere inkubiert.  
Diese Untersuchungen wurden ebenfalls im Robert-Koch-Institut von unserem 
Kooperationspartner Dr. Denner durchgeführt.  





7  Diskussion 
7.1 Knock out der porcinen -1,3 Galaktosyltransferase 
Immunologische Abstoßungsreaktionen sind, neben infektiologischen Risiken 
insbesondere durch PERV, die Hauptprobleme bei der diskordanten Schwein auf 
Mensch Xenotransplantation. Mit Hilfe molekularbiologischer und genetischer 
Methoden wurden transgene Spendertiere, welche humane 
Komplementregulatorproteine wie bspw. DAF oder CD59 exprimieren, generiert. Bei 
Verwendung solcher Spendertiere konnte erstmals die hyperakute Abstoßung (HAR) 
überwunden und die darauf folgende akut vaskuläre Abstoßung (AVR) untersucht 
werden. Der Grossteil der natürlichen und induzierten Antikörper sind dabei gegen 
Gal -1,3 Gal Strukturen auf porcinen Organen gerichtet. Das -Galepitop wird durch 
das Enzym Galaktose -1,3 Galaktosyltransferase synthetisiert. Eine Inaktivierung 
des entsprechenden Gens im Schwein wird international als der nächste nötige 
Schritt zur dauerhaften Überwindung der Abstoßungsreaktionen angesehen.  
 
Ein großer Teilbereich der hier vorliegenden Arbeit betraf die Konstruktion eines -
1,3 Gal GT knock out Vektors. Mit diesem sollte zum einen eine porcine Gal KO 
Endothelzellinie erzeugt und zum anderen in Zusammenarbeit mit der FAL in 
Mariensee ein Gal KO-Schwein hergestellt werden. Diese herzustellende porcine Gal 
KO-Endothelzellinie sollte einerseits die Charakterisierung Gal-unabhängiger 
xenoreaktiver Epitope innerhalb eines Expressionsklonierungsprojektes ermöglichen. 
Darüber hinaus würde diese Zellinie die Untersuchungen erlauben, ob aus einen Gal 
KO-Schwein freigesetzte PERVs ein verändertes Infektionsverhalten aufweisen.  
 
7.1.1 Herstellung des -1,3 Gal GT „Gene targeting“-Vektors 
Zur Inaktivierung eines Gens über homologe Rekombination können zwei 
verschiedene Arten von Vektoren verwendet werden. Bei Insertionskonstrukten wird 
die gesamte Vektorsequenz in das gewünschte Gen integriert, die normale 
Genstruktur wird dabei durch das Einfügen der neuen Sequenzen zerstört. 
Replacementkonstrukte hingegen enthalten zwei flankierende homologe Sequenzen, 
zwischen denen sich die in das Gen einzubringenden Vektorbereiche, wie bspw. eine 
Antibiotikaresistenz, befinden. Durch ein doppeltes Cross-over in den beiden 
homologen Regionen mit dem Zielgenom wird die Originalsequenz durch 
entsprechende Vektorsequenzen ersetzt.  
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Bei der Verwendung von Insertionskonstrukten besteht die Gefahr, dass die zur 
Inaktivierung des Gens eingefügten Vektorsequenzen durch Spleißvorgänge wieder 
eliminiert werden, was zu einer Reaktivierung des Gens führen kann. Aus diesem 
Grund hatten wir uns entschieden, alle katalytisch aktiven Bereiche des Gens durch 
homologe Rekombination mit einem Replacementvektor zu entfernen. 
Homologe Rekombinationen sind in somatischen Zellen oder Zellinien sehr seltene 
Ereignisse. Die Wahrscheinlichkeit, dass Gene-targeting“-Konstrukte homolog 
rekombinieren ist deshalb deutlich geringer als die Wahrscheinlichkeit, dass sie 
zufällig integrieren. Bei klassischen „Gene targeting“-Vektoren, bei denen das 
Selektionsgen in der Regel unter Kontrolle eines ubiquitären Promotors exprimiert 
wird, wird der Anteil zufällig integrierter Klone durch Verwendung eines 
Negativselektionsmarkers außerhalb der homologen Bereiche um maximal Faktor 10 
verringert.  
Durch die Verwendung von promotorlosen Vektoren, sog. „Promotor trap“-Vektoren“, 
wird die Rate dieser zufälligen Integrationen, und damit der falsch positiven Klone, 
dagegen um den Faktor 100-500 verringert (137, 283). „Promotor trap“-Vektoren     
(s. Kap.3.2.1) besitzen keinen eigenen Promotor. Die Ablesung des 
Antibiotikaresistenzgens kann nur nach Integration hinter einen sich in 5´-Richtung 
der Integrationsstelle befindlichen Promotor geschehen. Der zu generierende Vektor 
ist dabei so konzipiert, dass im Falle einer homologen Rekombination des Konstrukts 
der endogene Promotor der -1,3 Gal GT die Expression des Selektionsgens 
steuert.  
Die homologe Rekombination sollte über zwei, sich im Vektor befindliche homologe 
Bereiche, das Intron4 und die 3´UTR des -1,3 Gal GT Gens, vermittelt werden. Die 
Promotorbereiche der -1,3 Gal GT befinden sich in Exon1-3 (91), das Startkodon in 
Exon4. Das Gen würde durch cross-over über den gesamten kodierenden Bereich, 
bis auf 22bp nach dem Startkodon, eliminiert werden.  
Anfangs war die Verwendung des Intron3, also vor dem Startkodon gelegen, geplant. 
Die genomische Organisation der 1,3 Gal GT im gesamten Bereich der 3´-UTR war 
jedoch zu Beginn der Arbeit nicht bekannt. In einer 1998 erschienenen Arbeit von 
Katayama (93) wurden erstmals 216bp des Intron3 am 5´- Ende vorgestellt. Mit Hilfe 
von nach Restriktionsendonukleasenverdau gewonnene Fragmenten (nach 
Kartierung und Southern Blots mit Sonden des Exon5) aus den zur Verfügung 
stehenden BAC-Klonen und Sequenzinformationen der Publikation wurde mehrfach 
versucht, Bereiche des Intron3 zu klonieren (Daten nicht gezeigt).  
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Dieses gelang jedoch leider nicht. Mittlerweile ist bekannt, dass das Intron3 eine 
Größe von 15kb hat (90) und demnach für eine Klonierung in einen Gene targeting 
Vektor wohl zu groß gewesen wäre.  
Da die benötigten Sequenzinformationen zur Klonierung des Intron4 (Exon4 und 
Exon5) publiziert waren, wurde das komplette Intron4 in einer Long Distance PCR 
amplifiziert und in einen TA-Vektor kloniert. Mit zunehmender Größe der homologen 
Bereiche des Vektors steigen die Frequenzen von Rekombinationsereignissen an 
(284, 285). Laut Literatur sollten diese in einem „Gene targeting“-Vektor eine Länge 
von 5-10kb an einem Ende und 0,5-3kb am anderen Ende aufweisen. Das Intron4 
mit einer Länge von 6,5kb erschien daher geeignet für den knock out Vektor. 
Die Klonierung der 3´UTR erfolgte ebenfalls in einen TA-Vektor. Für die Translation 
des in den Vektor eingebrachten Antibiotikaresistenzgens war die Einfügung einer 
IRES-Sequenz nötig. Diese Sequenz erlaubt die parallele Translation zweier offener 
Leserahmen. Als zusätzliche Sicherheit zur Inaktivierung der -1,3 Gal GT wurden 
drei Stopkodons, je Leserahmen eines, vor die IRES-Sequenz kloniert.  
Dieser Bereich aus homologen Sequenzen, Stopkodons, IRES-Sequenz und 
Antibiotikaresistenzgen („Kassette“) sollte auf beiden Seiten von loxP-sites flankiert 
werden. Diese sollten dazu dienen, um im weiteren Verlauf die Option zu besitzen, 
die im porcinem Genom integrierte Kassette wieder herauszuschneiden und somit 
die Antibiotikaresistenz zu eliminieren. 
Da davon auszugehen ist, dass die Inaktivierung des Gens nur eines Allels für die 
komplette Eliminierung der Galepitope nicht ausreichend sein würde, sollten zwei 
identische Vektoren mit allerdings verschiedenen Antibiotikaresistenzgenen 
(Neomycin und Zeozin) ausgestattet werden. 
 
Um zu überprüfen, ob die Sequenzen der porcinen BAC-Klone mit den publizierten 
Sequenzen des -1,3 Gal GT-Gens übereinstimmen, bzw. um festzustellen, wie groß 
hier die Variationen sind, sollten diese mit Primern aus der 3´UTR sequenziert 
werden. Sequenzierungen von BAC-Klonen, stellten zum damaligen Zeitpunkt, 
bedingt durch deren Größe von ca.200kb, selbst für Firmen, die Sequenzierungen 
kommerziell anbieten, ein Problem dar. Nach der Etablierung einer modifizierten 
Aufreinigungsmethode unter Verwendung von ProcipitateTM (250) gelang deren 
Sequenzierung in guter Qualität. Das 6,5kb große Intron4 ließ sich erstmals in der 





Die sequenzierten Klone (339, 544 und 754) zeigten im Vergleich zu den publizierten 
Sequenzen Homologien zwischen 85-98%. Diese Werte waren erwartungsgemäß 
und können z.T. auf Sequenzierungsartefakte zurückgeführt werden. Eine weitere 
Begründung ist, dass zur Generierung der publizierten Sequenz und der BAC-Library 
unterschiedliche, also nicht isogene, DNA zugrunde lagen, genannt werden. Da es 
sich bei dem sequenzierten Bereich um die nicht kodierende 3´UTR handelt, ist nicht 
zu erwarten, dass die Sequenz innerhalb einer Spezies besonders hoch konserviert 
ist.  
Die Verwendung isogener DNA zur Generierung von KO Vektoren scheint nach 
neueren Literaturhinweisen keinen oder kaum Einfluss auf den Erfolg einer 
homologen Rekombination zu besitzen (137, 283, 286). 
 
7.1.1.1 Der -1,3 Gal GT knock out Vektor pMW8 Neo 
Nach Generierung sämtlicher Subklonierungsvektoren gelang auch der letzte Schritt, 
das Einbringen der Antibiotikaresistenzkassette in den mit NotI und EcoRV 
geöffneten Vektor pCRXL (mit Intron4 und 3ÚTRs). Ein erster Gal KO-Vektor mit 
Neomycinresistenz wurde recht kloniert, zeigte allerdings bei Kontrollen in der PCR, 
gerade bei Verwendung des Primers XE124, unklare Ergebnisse. Dieser stellt den zu 
XE82 reversen Primer dar und befindet sich im Exon5. Nach einer Sequenzierung 
des entsprechenden Klonierungsbereichs wurde eine bisher übersehene zusätzliche 




























































Abbildung 31: Darstellung des klonierten Intron4 mit flankierenden Exon-Bereichen. In rot  
  dargestellt die detektierte Klonierungsstelle für EcoRV und der zur   






Wegen seiner Größe von 189bp im Vergleich zu 11,6kb des Vektors war das 
Fragment bei vorherigen analytischen Verdauen nicht sichtbar. Da die fehlenden 
Basen die 5´-Spleißstelle des Exon5 enthalten, welche zur posttranskriptionalen 
Eliminierung von Intron4 benötigt wird, mussten neue Gal KO-Vektoren generiert 
werden. Der Ausgangsvektor pCRXL (mit Intron4 und 3´-UTR) wurde jetzt über einen 
Partialverdau mit EcoRV und NotI geöffnet. Dabei sollen über einen nur 
unvollständigen EcoRV-Verdau auch Vektorklone erstellt werden, bei denen das 
189bp Fragment noch enthalten ist. Eine vor der Klonierung stattfindende Selektion 
auf genau diese benötigten Vektorklone ließ sich nicht bewerkstelligen. Die Anzahl 
der zu testenden Klone erhöhte sich damit beträchtlich.  
 
Der dann auf diesem Wege generierte Vektor pMW8Neo wurde mit Hilfe 
unterschiedlicher Methoden detailliert überprüft. Entscheidend waren vor allem die 
PCRs mit dem Primer XE124. Primerkombinationen mit diesem Primer ergeben nur 
dann Amplifikate bei Vorhandensein des vollständigem Intron4 und zeigen damit 
auch die Existenz der 3´Spleißstelle im Exon5. Alle verwendeten 
Primerkombinationen zeigten die erwarteten Amplifikate. Die Sequenzierung beider 
Allele der 1,9kb großen Kassette, wie auch die Vielzahl durchgeführter 
Restriktionsverdaue, ergaben die für eine korrekte Klonierung erwarteten 
Ergebnisse.  
Der Gal KO-Vektor wurde sodann Prof. Niemann vom FAL Mariensee zur Verfügung 
gestellt. Dieser wird zurzeit noch für die Generierung von Gal -1,3 Gal GT 
defizienten porcinen Fibroblasten verwendet. Mit diesen soll im folgenden mit Hilfe 
der Kerntransfertechnik ein Gal KO Schwein hergestellt werde. 
 
7.1.1.2 Ansätze zur Herstellung eines KO-Vektors mit Zeozinresistenz 
Die Generierung sämtlicher Subklonierungsvektoren war erfolgreich. Nur der letzte 
Klonierungsschritt, das Einbringen der Antibiotikakassette in den durch Partialverdau 
mit EcoRV und NotI geöffneten Vektor pCRXL (mit Intron4 und 3´UTR) analog zu 
pMW8Neo gelang nicht. Eine Vielzahl verschiedener Modifikationen des vorher 
erfolgreich angewendeten Klonierungsprotokolls wurde getestet.  
1) Linearisierung des Vektors: 
Unterschiedlichste Variationen hinsichtlich der verwendeten Enzymmenge von 
NotI/EcoRV, der Reihenfolge bzw. Zeit der Restriktionsverdaue und anschließendem 
Dephosphorylieren des Vektors wurden vorgenommen.  
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2) Zur Isolierung der Zeozinkassette aus pSVKeo Zeozin 
Es wurden ebenfalls unterschiedliche Konzentrationen der zur Excision verwendeten 
Restriktionsenzyme SalI/NotI verwendet. Zur Klonierung in die im Vektor vorhandene 
EcoRV-Schnittstelle war die Generierung glatter Enden des Fragments nötig. Dieses 
wurde mit Hilfe verschiedener Enzyme wie der Klenow-Polymerase, Mung Bean-
Polymerase und der S1-Nuklease bewerkstelligt und getestet.  
 
32 verschiedene Klonierungsansätze mit anschließender Analyse vieler gewonnener 






2-3kb ca. 60,0 % Kontamination/Rekombinationsereignisse 
4,5kb ca. 38,0 % Vektor pSVKeo mit Zeozin Ursprungsvektor) 
12kb ca. 2,0% Religierter Vektor pCRXL (Intron4 + 3´UTR) 
14kb ca. 1,0% Gewünschter Vektor 
Tabelle 10: Analyse der untersuchten Klonen zur Klonierung des Gal KO-Vektors mit Zeonzinresistenz  
 
Die Dephosphorylierungsreaktion mit alkalischer Phosphatase hat in der Regel 
zufriedenstellend funktioniert, dieses ist erkennbar an nur ca. 2% religierten pCRXL 
(mit Intron4 und 3´UTR)-Vektoren.  
Der Anteil von fast 40% pSVKeo mit Zeozin ist sicher als zu hoch anzusehen. 
Begründen lässt sich das Ergebnis durch die Verwendung des Restriktionsenzyms 
SalI. SalI schneidet „supercoiled“ Plasmid-DNA sehr schlecht (meine und die 
Erfahrung anderer Arbeitsgruppen). Um doch DNA/Plasmide vollständig zu 
verdauen, müssen größere Enzymmengen eingesetzt werden. Dann wiederum 
besitzt SalI eine „Staraktivität“, d.h. auch nicht genau der Erkennungssequenz 
entsprechende DNA-Bereiche werden geschnitten (287). Dies wiederum könnte eine 
mögliche Erklärung für den häufigen Nachweis der vielen 2-3kb kleinen Plasmide in 
den untersuchten Klonen darstellen. Eine Umkehrung der Reihenfolge der 
einzusetzenden Restriktionsenzyme, wie beim Öffnen des Vektors möglich, ließ sich 
hier, bedingt durch die Klonierungsstrategie über NotI und einer geglätteten 






Ebenfalls suboptimal ist sicherlich die sich nach SalI-Verdau anschließende Glättung 
der Schnittstelle verlaufen. Das „Blunden“ mit der S1-Nuklease wurden, bedingt 
durch einen doch nicht unerheblichen Abdau des Plasmids, nach kurzer Zeit wieder 
eingestellt.  
Mehrere direkte Vergleiche zwischen Klenow-Polymerase, welche als Teil der DNA 
Polymerase I freie Enden auffüllt, und der Mung Bean Nuklease, welche 
Einzelstrang-DNA/RNA entfernt, wurden durchgeführt. Bei Verwendung der Klenow-
Polymerase fand sich im Schnitt die vierfache Menge an resistenten 
Bakterienklonen, so dass die letzten 5 Klonierungen nur noch mit Klenow-
Polymerase durchgeführt wurden.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Großteil der analysierten 
Bakterienklone, welche den Ursprungsvektor pSVKeo mit Zeozin enthielten, 
wahrscheinlich durch Religation von, nur mit NotI verdauten, Vektoren entstanden ist. 
 
Es wurden immerhin 24 Bakterienklone mit der erwarteten Plasmidgröße von 14kb 
gefunden. Leider befand sich in keinem der Klone das 189bp-Fragments des 
Intron4/Exon5. Das ist zurückzuführen auf einen vollständigen Verdau des Vektors 
mit EcoRV. Es scheint eine Präferenz für die EcoRV Schnittstelle im Intron4 im 
Vergleich zu der EcoRV-Schnittstelle des Vektors zu geben.  
 
Ein Ansatz zur Reduktion von falsch positiven Bakterienklonen wäre die Eliminierung 
der religierten pCRXL- bzw. pSVKeo-Vektoren gewesen. Dieses lässt sich durch den 
Verdau des Ansatzes nach erfolgter Ligation mit einem, nur in den religierten 
Vektoren schneidenden, Restriktionsenzyms ermöglichen. Meistens handelt es sich 
um eines der zur Klonierung verwendeten Enzyme. Einen entsprechenden 
Restriktionsverdau habe ich häufig mit guten Erfolgen bei anderen Klonierungen 
durchgeführen können. Leider ließ sich bei diesen Ansätzen kein entsprechendes 
Restriktionsenzym finden. Die NotI-Erkennungssequnez befindet sich erfolgter 
Ligation auch wieder im fertigen Vektor und SalI schneidet leider auch im Intron4.  
 
Der Misserfolg der Subklonierung von der Zeozinkassette in pCRXL (mit Intron4 und 
3´UTR) scheint in der Zeozinkassette bzw. deren Sequenz, begründet zu sein. Die 
im letzten Absatz erläuterten Erklärungsversuche treffen auf die Klonierung der 
Neomycinresistenz im selben Maße zu. Demnach ist dieser Klonierungsansatz mit 





7.1.1.2.1 Alternative Strategie zur Herstellung des Zeozinvektors 
Als sich abzeichnete, dass die Klonierung des Gal KO-Vektors mit Zeozinresistenz 
nicht ohne weiteres gelingen würde, wurde nach Alternativen für den geplanten 
Klonierungsweg gesucht. Zwei Ansätze waren der „TA-Klonierung“ nachempfunden. 
1) Der pCRXL-Vektor wurde nach NotI-Verdau und Glätten der Schnittstellen mit 
Klenow-Polymerase durch Taq-Polymerase mit 3´überhängenden Thymidinen 
versehen. Das Insert wurde über SalI/NotI aus dem Vektor herausgeschnitten, 
durch Taq-Polymerase mit Adenin versehen und mit dem Vektor ligiert. Nach 
der Elektroporation waren viele Klone vorhanden. Doch diese waren mit 2-3kb 
viel zu klein oder stellten sich als religierten pSVKeo-Klone heraus. Im Grunde 
bestätigten sich damit die Probleme des vorher durchgeführten 
Klonierungsansatzes. Da, bis auf Verwendung der Taq-Polymerase zur 
Generierung eines Thymidin/Adenin-Überhangs, dieselben Methoden 
verwendet worden waren, und vor allem ebenfalls ein SalI-Verdau 
durchgeführt wurde, war das Ergebnis nicht erstaunlich. 
2) Bei der zweiten Alternativstrategie wurde das Insert durch PCR-Mutagenese 
mit Schnittstellen für das Restriktionsenzym XcmI versehen, aus dem Gel 
aufgereinigt und mit XcmI verdaut. Der Vektor pCRXL (Intron4 und 3´UTR) 
wurde mit NotI geschnitten und durch Taq-Polymerase mit einem Adenin 
versehen. Es erfolgte dann eine normale Ligation mit T4-Ligase. Die mit der 
Methode generierten Klone enthielten nur Plasmide einer Größe zwischen 3-
5kb. Um religierte Vektoren handelte es sich hier nicht. Der in der PCR 
eingesetzte Ausgangsvektor wurde durch Verdau mit dem Restriktionsenzym 
DpnI eliminiert. DpnI hat mit 4 Basen eine sehr kurze Erkennungssequenz, 
schneidet allerdings nur methylierte DNA. PCR-Amplifikate besitzen im 
Gegensatz zu den aus normalen E.colis gewonnenen Plasmiden, keine 
Methylierung.           
Auf die genaue Analyse der gefundenen Klone ließ sich keine weitere Zeit 
verwenden, so dass nicht geklärt ist, um welche Art von Plasmiden es sich 
dabei handelte.  
Die Bemühungen, einen Gal KO-Vektor mit Zeozinresistenz zu gewinnen, wurden 




7.1.2 Inaktivierung des -1,3 Gal GT Gens in der porcinen Endothelzellinie 
PEDNSV 
Aufgrund des schlechten Zellkulturverhaltens der PED2*3 musste eine Inaktivierung 
der -1,3 Gal GT im Wildtyp PEDNSV durchgeführt werden. Dieses bedeutete aber, 
dass für die Herstellung einer Gal 1,3-Gal defizienten Zellinie nacheinander beide 
Allele inaktiviert werden müssen.  
Nach Transfektion mit dem Gal KO-Konstrukt sollte ein stabiler, auf einem Allel 
deletierter, Klon gewonnen werden. Bei diesem sollte anschließend eine transiente 
Transfektion mit einem mit CMV-Promotor und einem Gen für Cre-Rekombinase 
versehenen Vektor (wurde uns freundlicherweise von Prof. Niemann zur Verfügung 
gestellt) stattfinden. Durch transiente Expression des Enzyms Cre-Rekombinase 
würde im Zellgenom die Neomycinkassette eliminiert werden. Nach Isolierung eines 
neuen stabilen Klons würde dieser in einer zweiten Transferrinfektion mit demselben 
Gal KO-Konstrukt erneut transfiziert werden.  
Um die Effizienz des „Gene targetings“ in PEDNSV auf ein akzeptables Maß zu 
erhöhen, musste zuerst eine effiziente Methode zur Transfektion von PEDNSV-
Zellen etabliert werden. Porcine Endothelzellen sind bekanntermaßen extrem 
schwierig zu transfizieren sind, daher war dies von besonderer Bedeutung. 
In zwei von der Arbeitsgruppe von Prof. Lechler (274, 275) vorgestellten Arbeiten 
wurden mit Hilfe der Transferrinfektion (258, 259, 270) humane, Kaninchen-
Endothelzellen und vor allem porcine Endothelzellen mit guten Erfolgen transfiziert. 
Bei dieser Methode handelt es sich um eine Transferrinrezeptor-vermittelte 
Endozytose mit kationischen Liposomen (Lipofektion). 
Eine Voraussetzung zur Erprobung dieser Methode ist die Existenz von 
Transferrinrezeptoren auf der porcinen Endothelzellinie PEDNSV. Diese konnte über 
RT-PCR nachgewiesen werden (s. Kap.6.1.4.1.1).  
Ein Transfektionsprotokoll unter Verwendung von Lipofectin, einem relativ neuen 
Transfektionsreagenz speziell für Endothelzellen, dem Vektor pMW8Neo und Holo-
Transferrin wurde etabliert. Mit einem Maximum von ca.40% transfizierter PEDNSV-
Zellen wurden gute Voraussetzungen für die geplante Transfektion mit pMW8Neo 
geschaffen. Für die Selektion resistenter Klone wurde eine Konzentration von 




7.1.3 Charakterisierung der durch Transferrinfektion gewonnenen G418-
resistente Klone 
Aus den Transferrinfektionen unter Verwendung des mit MluI linearisierten 
pMW8Neo resultierten insgesamt 78 G418-resistente Klone. Von diesen ließen sich 
34 als stabile, G418-resistente, Zellinien isolieren.  
Gründe für die Reduktion der primär vorhandenen Zellklone waren einerseits 
Verluste beim ersten Transfer zur Isolierung mit den „Cloning Discs“ in neue 24 well 
Platten. Zusätzlich stellten sich andere Klone im Laufe der ersten Wochen als nicht 
stabil G418-resistent heraus.  
 
Aus den 34 stabil transfizierten Klonen wurde die genomische DNA isoliert und mit 
unterschiedlichen Primerkombinationen in der PCR untersucht. Auf diese Weise 
sollte geklärt werden, ob das Gal KO-Konstrukt in den Klonen jeweils homolog 
rekombiniert ist oder zufällig ins Genom integriert wurde. Für diesen Nachweis 
wurden insgesamt 7 Kombinationen mit mindestens ebenso vielen einzelnen PCR-
Reaktionen durchgeführt.  
Über die Ergebnisse der PCR aus den verwendeten Primerkombinationen lassen 
sich folgende Aussagen treffen: 
A1/A2) Ein Teil der Vektorsequenz aus der Kassette befindet sich in der  
  Zielzelle  
  (Primer binden zwischen Neomycinresistenzgen und poly(A) site) 
B)  Stellt die Positivkontrolle für die Integrität der genomischen DNA dar 
(Primer spezifisch für die 3´UTR der porcinen -1,3 Gal GT) 
C1/C2) Das Konstrukt ist homolog integriert 
(Insgesamt 6 Kombinationen aus je einem Primer, der in pMW8Neo 
greift, und einem Primer spezifisch für den 3´UTR-Bereichs des -1,3 
Gal GT-Gens hinter der im Vektor enthaltenen Sequenz) 
D/E)  Zufällige Integration des Gal KO-Konstrukts in die Zielzelle hat 
stattgefunden  
(Die Primer amplifizieren Bereiche aus dem Vektor, die bei einer  
 homologen Rekombination nicht mehr vorhanden sein sollten) 
 
Bei allen Klonen führte mindestens eine der durchgeführten PCR´s zum erwarteten 




Die Verwendung der Primerkombinationen D/E zeigte, dass mindestens 21 der 34 
Klone zufällig ins Genom integriert worden waren. In den betreffenden Klonen ließen 
sich noch die 3´- bzw. 5´- flankierenden Vektorsequenzen darstellen.  
 
Fünf der verbleibenden 13 Klone waren nur für das Gal-Gen positiv, d.h. die 
eingesetzte DNA war in Ordnung, zeigten jedoch bei Verwendung der Primer A1/A2 
kein Amplifikat, d.h. Vektorsequenzen waren nicht nachweisbar. Die Primer 132/158 
binden beide, nur durch 160bp getrennt, zwischen Neomycinresistenzgen und 
poly(A)site. Möglichlicherweise ist ein Strangabbruch hinter der Neomycinresistenz 
erfolgt. Zur Transkription der Antibiotikaresistenz könnte eine andere, sich zufällig im 
Gen befindliche, poly(A) site verwendet worden sein. Zur genaueren Klärung hätten 
noch andere Primer verwendet werden müssen. Eine andere Möglichkeit ist auch 
eine inkomplette homologe Rekombination, bei der eine Seite des Vektors zufällig 
integriert ist. Bei den betreffenden Klonen könnte es sich auch um nicht transfizierte 
Klone mit einer eigenen, erhöhten Neomycinresistenz handeln.  
 
Acht Klone zeigten mit Verwendung der Vektorprimer und der Kontrollprimer für das 
Gal-Gen die erwarteten Amplifikate. Leider zeigten sich bei den Primerpaaren C1/C2 
keine Amplifikate. Es muss allerdings betont werden, dass für diese Primer-
Kombination keine Positivkontrolle existiert. Die Primer XE132/XE158 entsprechen 
Vektorsequenzen. Die Primer XE153-155 sind spezifisch für einen Bereich der 
3´UTR, der nicht mehr in pMW8Neo vertreten ist. Alle Primer wurden natürlich 
einzeln mit anderen geeigneten Primern getestet, doch in Kombination miteinander 
war dies bedingt durch eine nicht vorhandene Kontroll-DNA nicht möglich. Es ist also 
denkbar, dass sich aus den isolierten Klonen mit den verwendeten Primern aus 
unbekannten Gründen keine Amplifikate in der PCR darstellen lassen. 
 
Mit vier der acht Klone wurde eine FACS-Analyse mit dem Gal-spezifischen Lektin 
IB4 auf Expression von Gal-Epitopen durchgeführt. Da es denkbar ist, das bei diesen 
Klonen ein Allel inaktiviert wurde, wäre eine theoretische Reduktion von maximal 
50% der Gal-Epitope denkbar, allerdings auf Grund zellulärer 
Kompensationsmechanismen nicht unbedingt zu erwarten.  
Bei dieser ersten Analyse ließen sich keine signifikanten Unterschiede in der Gal-




In letzter Zeit gelang die Generierung Gal -1,3 Gal GT-defizienter Schafe und 
Schweine (205, 206). Allen vorangegangen war eine Elektroporation von 
Fibroblasten mit Promotor trap-Vektoren, die Selektion G418-resistenter Zellen mit 
der eingesetzten Konzentrationen von 0,1, 0,25 und 0,4µg/ml und dem 
anschließenden Kerntransfer. Bei den Schafen wurden für die homologe 
Rekombination Exon4/Intron4-Sequenzen verwendet, für die porcinen Fibroblasten 
Bereiche des Exon9.  
Diese Ergebnisse zeigen, dass der von uns gewählte Ansatz zur Inaktivierung des 
porcinen Gal -1,3 Gal GT-Gens mit dem generierten „Promotor trap“-Vektor 
pMW8Neo als erfolgsversprechend betrachtet werden kann. Als homologe Bereiche 
zur Inaktivierung der Gal -1,3 Gal GT wurden ebenfalls das Intron4, mit 
flankierenden Exon4 und Exon5 Sequenzen, und die 3´UTR aus Exon9 verwendet. 
 
 
7.2 Untersuchungen zum Infektionsrisiko porciner endogener 
Retroviren 
Die potentielle Übertragung von Krankheitserregern über Speziesgrenzen hinweg 
stellt eines der Hauptprobleme für die Einführung der klinischen Xenotransplantation 
dar. In diesem Zusammenhang sind insbesondere die nicht durch konventionelle 
Zuchtverfahren eliminierbaren porcinen endogenen Retroviren zu nennen. Deren 
Freisetzung aus porcinen Zellinen und primären Zellen wurde von mehreren 
Arbeitsgruppen gezeigt (Übersicht: (288)). Der in vitro Nachweis einer produktiven 
PERV-Infektion humaner Endothelzellen, welche einen Hauptkontakt eines 
Xenotransplantatsempfängers zu freigesetztem PERVs bilden werden, weist auf ein 
ernstzunehmendes Infektionsrisiko nach einer Xenotransplanation hin.  
In immuninkompetenten SCID-Mäusen wurde auch in vivo eine Transmission von 
PERV beschrieben (218), diese Daten sind allerdings recht umstritten. In einer 
Vielzahl anderer Kleintiermodelle, z.T. sogar mit zusätzlicher Immunsuppression, ließ 
sich dagegen keine Übertragung nachweisen. Auch retrospektiv durchgeführte 
Untersuchungen an Patienten, welche porcine Zellen bzw. porcines Gewebe erhalten 
hatten (221), oder in vivo Infektionsexperimente an Primaten ergaben bisher keine 
Evidenz für eine PERV-Infektion. Wegen der oben geschilderten relativ geringen 
Suszeptibilität von Primaten-EC gegen PERV war bisher ein geeignetes 
praeklinisches Modell zur PERV-Infektion nicht verfügbar. 
 
Diskussion 104
Um die immunologischen Fragestellungen einer Xenotransplantation lösen zu 
können, erscheint der Einsatz von Schweinen, transgen für humane 
Komplementregulatorproteine, unerlässlich. Große Hoffnungen beruhen auch auf 
den kürzlich generierten -1,3 Gal GT KO-Schweinen (205, 206). Bei Verwendung 
von Spenderorganen dieser Schweine dürfte eine HAR mit hoher Wahrscheinlichkeit 
von vorneherein ausgeschlossen sein und auch die Behandlung nachfolgender 
Abstoßungsreaktionen erscheint in erkennbare Nähe gerückt.  
PERVs, als im Genom des Schweins mehr oder weniger fest verankerte Viren 
exprimieren bei der Freisetzung aus porcinen Organen vermutlich ebenfalls -Gal 
Epitope und werden daher wahrscheinlich durch in humanem Serum vorhandene -
Gal-Antikörper sicher eliminiert. Bei Verwendung transgener Tiere, und vor allem der 
-1,3 Gal KO-Schweine, ist auf für daraus freigesetzte PERVs eine modifizierte 
Oberflächenstruktur zu erwarten. Dieses könnte eine verringerte lytische Aktivität des 
humanen Serums gegen Retroviren bewirken und somit ein größeres Infektionsrisiko 
in einer Xenotransplantation darstellen (210). Auch zur Unterscheidung daran 
gekoppelter Fragestellungen würde sich ein praeklinisches Grosstiermodell, in 
welchem tatsächlich transgene porcine Spenderorgane eingesetzt werden können 
(im Kleintiermodell nicht möglich) anbieten. 
 
7.2.1 Permissivität primärer humaner Zellen 
Die Übertragbarkeit von PERV auf humane Endothelzellen, Fibroblasten und auf 
Mesangiumzellen, wie auch die produktive Infektion humaner Endothel- und 
Mesangiumzellen wurde durch Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe gezeigt. 
Nachgewiesen wurde ebenfalls die Existenz von Rezeptoren für PERV-A und PERV-
B auf humanen Endothelzellen. (240) 
Insbesondere die produktive Infektion humaner Endothelzellen, welche sich nach 
unseren Daten hochsuszeptibel für PERV-Infektionen zeigen, spricht für ein 
signifikantes Infektionsrisiko, da neben Leukozyten insbesondere dieser Zelltyp mit 










7.2.2 Vorstellung des „Drei-Spezies-Infektionsmodells“ 
Im Gegensatz zu Kleintiermodellen lässt sich der Einfluss aller Faktoren, welche eine 
potentielle PERV-Transmission auf Xenotransplantationspatienten erleichtern 
könnten, in subhumanen Primatenmodellen deutlich besser untersuchen. Alle 
klinisch relevanten Immunsuppressionsprotokolle, einschließlich Immunabsorption 
und Komplementinhibierung über lösliche Faktoren, oder der Einsatz transgener 
Organe können in Primaten (nicht aber in Kleintiermodellen) angewandt werden. 
Altweltaffen (AWA), wie bspw. Javaneraffen, haben ein dem Menschen sehr 
ähnliches Immunsystem. Hervorzuheben ist besonders, dass AWA, genau wie der 
Mensch im Gegensatz zu allen anderen Säugetieren anti-Gal-Antikörper exprimieren.  
 
Endothelzellen (EC) von Primaten, und vor allem von Javaneraffen, scheinen 
allerdings wesentlich weniger sensitiv für eine PERV-Transmission als humane EC 
zu sein. Selbst bei Verwendung hoher Virusdosen, verschiedener Immunsuppressiva 
und humanadaptierter hoch-titriger Viren ließen sich in vivo Rhesusaffen, 
Schweinsaffen und Paviane nicht infizieren (216, 217, 238). Auch Pavian-
Endothelzellen konnten in vitro nicht infiziert werden (unveröffentlichte Daten der 
eigenen Arbeitsgruppe) 
 
Mit der Co-Transplantation eines humanen Venensegments, welches mit, für PERV 
hoch suszeptiblen Endothelzellen ausgekleidet ist, lässt sich in unserem „Drei-
Spezies-Infektonsmodell“ eine xenotransplantationsrelevante Situation herstellen. In 
Javaneraffen wurden aus humaner V.saphena generierte Interponate zwischen eine 
porcine Niere und der V.cava des Empfängertiers anastomosiert. Aus der porcinen 
Niere freiwerdende PERVs geraten unmittelbar in Kontakt mit humanen EC. In fast 
allen Gefäßabschnitten des Interponates liegt eine laminare Strömung vor; die 
Flüssigkeiten bewegen sich dabei in zylindrischen Schichten, in denen sich alle 
Teilchen parallel zur Gefäßachse bewegen. Die einzelnen molekularen 
Flüssigkeitsschichten verschieben sich teleskopartig gegeneinander, wobei die 
unmittelbar an der Gefäßwand anliegende Schicht aufgrund der Adhäsion ruht, 
während sich die zweite gegenüber der ersten, die dritte gegenüber der zweiten usw. 
verschiebt, so dass ein parabolisches Geschwindigkeitsprofil mit einem Maximum im 
Axialstrom entsteht („Hagen-Poiseuilleschen Gesetz“). Eine Bindung der PERV-





7.2.3 Überlebenszeiten und Untersuchungsplan der Empfängertiere 
Eine wichtige Voraussetzung für die Durchführung experimenteller Infektionsstudien 
und für eine Kontrolle von Xenotransplantatempfängern sind geeignete diagnostische 
Tests. Während der letzten Jahre sind durch eine Reihe von Arbeitsgruppen alle 
notwendigen diagnostischen Methoden zur PERV-Analytik entwickelt und evaluiert 
worden. Sämtliche Aspekte einer PERV-Transmission, -Replikation und –Expression 
sowie eine mögliche spezifische Immunantwort können mit folgenden hier 
angewendeten Methoden erfasst werden: 
1) Detektion proviraler PERV DNA-Sequenzen und Ausschluss falsch positiver 
Resultate durch porcinen Mikrochimärismus im Interponat, in aus dem 
Interponat isolierten Zellen und in PBL des Empfängertieres 
2) Nachweis von PERV mRNA im Plasma des Empfängertieres 
3) Erfassung einer Virämie über Messung freigesetzter Reverse Transkriptase 
Aktivität im Serum des Empfängertiers und im Zellkulturüberstand aus dem 
Interponat isolierter Zellen 
4) Detektion einer spezifischen anti-PERV Immunantwort im Plasma des 
Empfängertier 
 
Die PBLs, Serum- und Plasmaproben der Empfängertiere wurden, beginnend mit 
einem Tag vor der Xenotransplantation, im wöchentlichen Abstand oder unmittelbar 
vor Tod der Empfängertiere entnommen. 
 
Die hier untersuchten Empfängertiere überlebten 2 bis 19 Tage mit intakten, Urin-
produzierenden Xenotransplantaten. Ähnliche Zeiträume wären für erste klinische 
Xenotransplantationen, bei denen vermutlich Patienten mit akutem Organversagen 
bis zum Erhalt eines humanen Transplantats überbrückt würden (sog. Bridging-
Transplantation) zu erwarten. In unserem Modell befanden sich die humanen 
Interponate für bis zu 19 Tage in engem Kontakt zur porcinen Niere im 
immunsupprimiertem Empfängertier. Die Verwendung hCD59 transgener Nieren und 
die Gabe von löslichem C1-Inhibitor verringern eine komplementvermittelte Lyse der 
aus der porcinen Niere freigesetzten Viren und sollten so theoretisch die 








7.2.4 Charakterisierung explantierter Interponate und daraus isolierter Zellen 
7.2.4.1 Immunhistologische Charakterisierung der Interponate 
Entscheidend für die Aussagefähigkeit unseres Modells ist die Integrität einer 
intakten humanen Endothelzellschicht im explantierten Interponat. Schäden an 
Endothelien eines Gefässes, oder auch eines Organs, werden normalerweise durch 
zirkulierende Endothelzellen oder Endothelzellvorläuferzellen im peripheren Blut 
wieder hergestellt (289, 290). In unserem Modell würden dazu humane 
Endothelzellen durch Zellen aus dem porcinen Transplantat oder durch 
Endothelzellen des Javaneraffen ausgetauscht. Endothelzellen von Javaneraffen 
sind nach jetzigen Erkenntnissen bei weitem nicht so sensitiv für eine PERV-
Transmission wie humane EC.  
Aus diesem Grunde waren die immunhistologischen Untersuchungen des 
explantierten Interponats und die Charakterisierung der EC-Schicht von großer 
Bedeutung. Zwei verschiedene Antikörperklone spezisch für den humanen 
Endothelzellmarker CD31 wurden in der Immunhistochemie verwendet. Zum einen 
war dies der Klon WM59. Dieser zeigte eine positive Färbung mit der humanen 
Kontrollvene, aber auch mit der Vene des Javaneraffen. Diese Kreuzreaktivität des 
Klons wurde bereits in der Literatur beschrieben (281). Klon JC/70A hingegen zeigte 
bei positiver Anfärbung der inneren EC-Schicht humaner Kontrollvenen keine 
Färbung der Javaneraffenvene. Damit war dieser Klon bestens geeignet, eine 
Diskriminierung zwischen humanen und Zellen des Empfängertiers vorzunehmen.  
Von Tier 075 war es leider nicht möglich, direkt einen Teil des Interponats für die 
Immunhistochemie zu verwenden. Die restlichen fünf Interponate der transplantierten 
Tiere wiesen eine deutliche Anfärbung der inneren Endothelzellschicht über die 
gesamte Fläche auf. Damit wurde eindeutig gezeigt, dass es sich bei den EC der 
Interponate auch nach Explantation um humane EC, welche permissiv für eine 








7.2.4.2 Durchflusszytometrische Charakterisierung der aus humanen Interponaten 
isolierter Zellen 
Um Aussagen hinsichtlich einer möglichen PERV-Infektion der transplantierten 
humanen EC zu treffen, wurden die Zellen der Interponate nach Tode des 
Empfängertiers isoliert und über einen Zeitraum von 10 Passagen kultiviert.  
Wie die unter 1.2.3.1. vorgestellten immunhistochemischen Analysen dienten auch 
die durchflusszytometrischen Untersuchungen zur besseren Charakterisierung der 
isolierten Zellen. Es war zwar davon auszugehen, gerade nach den 
immunhistochemischen Befunden der Interponate, dass es sich um vornehmlich 
humane EC-Zellen handeln würde, aber diese Aussage sollte mit 
durchflusszytometrischen Analysen weiter unterstützt werden.  
 
7.2.4.2.1 Die Verwendung von Lektinen 
Um den Anteil von kontaminierenden porcinen Zellen zu detektieren, wurden die 
durchflusszytometrischen Untersuchungen mit dem -Gal spezifischen Lektin IB4 
durchgeführt. Bei Zellen der ersten zwei Tieren (192 und 57B) wurden ein Anteil von 
0,7-13% porciner Zellen gemessen. Im Fall des von Tier 57B verlor sich dieser Anteil 
von porcinen Zellen im Laufe der 5.Passage. Zurückzuführen sind beide 
Kontaminationen wahrscheinlich auf eine chirurgisch ungenaue Entnahme der 
Interponate auf Seite der porcinen Niere.  
 
Ein möglicher Ansatz zur Diskriminierung humaner EC gegenüber denen der 
Javaneraffen im FACS stellte die Verwendung des Lektins UEA-1 dar. UEA-1 bindet 
an -fukosylierte Glykoproteine und Glykolipide und wurde aus diesem Grunde auch 
zur Blutgruppendiagnostik (anti-H, Blutgruppe 0) herangezogen.  
Die bisher vorliegenden Veröffentlichungen zur Spezifität von UEA-1 sind allerdings 
ausgesprochen heterogen. In einer Publikation wurde beschrieben, dass EC aller 
Altweltaffen, außer einiger japanischer Affen, negativ mit UEA-1 reagieren (95). Eine 
andere Publikation beschreibt ähnliche Ergebnisse mit EC von zwei Makakken-
Spezies und Pavianen (291). Daneben fanden sich jedoch andere Arbeiten, die für 
Paviane und Meerkatzen eine positive Färbung vaskulärer EC beschrieben (292, 
293). Christenson berichtete sogar eine Aufreinigung von Rhesus-EC mittels UEA-1 





UEA-1 bindet darüberhinaus auch an exokrine Epithelzellen sehr vieler 
verschiedener Spezies wie Maus, Hund, Schaf, Schwein, Pavianen und Mensch 
(292), was jedoch für unsere Fragestellung unproblematisch erschien.  
Ausgehend von der unklaren Datenlage wurde die Bindung von UEA-1 an alle für 
unser Modell relevanten Zelltypen ausgetestet.  
 
Eindeutig positiv zeigten sich bei unseren Analysen lediglich humane EC. Die 
isolierten Javaneraffen-EC hingegen wiesen in der durchflusszytometrischen 
Untersuchung eine geringe Verschiebung zu den nicht gefärbten Javaneraffen EC 
auf. Diese war zudem nicht immer deutlich erkennbar und oft sehr diffus. Die 
Analysen der ersten drei transplantierten Tiere (192, 075, 57B) mit UEA-1 zeigten 
eine eher den humanen EC ähnliche Anfärbung. Insgesamt betrachtet stellten sich 
die Analysen mit UEA-1 jedoch als zu unverlässig heraus. Dies galt genauso für die 
immunhistochemischen Untersuchungen, welche deshalb bei den letzten drei Tieren 
nicht mehr durchgeführt wurden.  
Eine mögliche Ursache für die unklare Anfärbung der Javaneraffen EC mit UEA-1 
scheint in der Tatsache zu liegen, dass die Dichte der fukosylierten Proteine oder 
Lipide auf den entsprechenden Zellen geringer ist als auf humanen EC. Auch könnte 
sich die Konformation der fukosylierten Bereiche etwas anders als auf humanen EC 
darstellen und eine Bindung von UEA-1 erschweren. 
Sehr geeignet hingegen zeigte sich UEA-1 zur Diskriminierung von humanen EC zu 
humanen Fibroblasten. Humane EC waren immer deutlich positiv, wohingegen 
Fibroblasten sich immer negativ darstellten. Das deckte sich auch mit den Aussagen 
mehrerer anderer Arbeitsgruppen (279, 280). Da aber bereits mit anti-humanem 
CD90 ein zuverlässiger Marker zur Verfügung stand, wurden die Bestimmungen zur 












7.2.4.2.2 Der Endothelzellmarker CD31 
Auch zur durchflusszytometrischen Analyse wurden beide, in der Immunhistologie 
bereits verwendeten Antikörperklone, die gegen humanes CD31 gerichtet sind, 
benutzt.  
Der Klon WM59 zeigte sich, wie nach den Befunden aus der immunhistochemischen 
Untersuchung zu erwarten, als kreuzreagierend mit EC der Javaneraffen.  
Klon JC70/A hingegen war in der Publikation von Carter (282) als mit Javaneraffen 
PBLs in der durchflusszytometrischen Analyse nicht kreuzreagierend beschrieben 
worden. Wie die durchgeführten FACS-Messungen eindeutig belegen, scheint dies 
für EC der Javaneraffen nicht zutreffend zu sein. Diese zeigten eine ebenso starke 
Färbung wie die humanen EC.  
Dieser Befund unterscheidet sich interessanterweise von den Ergebnissen der 
immunhistochemischen Untersuchungen. Eine mögliche Ursache für diesen 
Unterschied könnten Konformationsdifferenzen der jeweiligen Epitope darstellen. 
Antiköper und Lektine erkennen vor allem räumliche Strukturen auf ihren Zielzellen. 
Die Vorbereitungen der Gewebe oder Zellen für eine immunhistochemische 
Untersuchung unterschieden sich sehr von denen für eine durchflusszytometrischen 
Analyse. Für die Immunhistochemie werden die Zellen mit Hilfe wasserentziehender 
Chemikalien fixiert und befinden sich nicht mehr in ihrem nativen Zustand. Das hat 
unweigerlich eine Veränderung von Oberflächenstrukturen zur Folge.  
Für die durchflusszytometrischen Analysen wird zur Ablösung adhärenter Zellen, wie 
es EC sind, das Enzym Trypsin verwendet. Trypsin spaltet dabei neben Alanin und 
Lysin, dies hat oftmals auch einen großen Einfluss auf die Proteine der 
Zelloberfläche. Im Falle der Messungen mit CD31 wurde dieser Effekt durch die 
Verwendung von „Cell Dissociation Solution“ (Fa. Sigma), welche ohne 
Enzymwirkung eine Ablösung der Zellen bewirkt, umgangen. Vergleichsanalysen zu 
Trypsin-behandelten Zellen zeigten jedoch in diesem Fall keinen Unterschied.  
Hinsichtlich der von uns gewünschten Aussage zur Diskriminierung zwischen 
humanen und Javaneraffen EC im FACS waren beide Klone nicht zu gebrauchen. 
Andere Klone von anti-humanem CD31 als die von uns verwendeten, waren 









7.2.4.2.3 Die Verwendung anderer Marker 
Der anti-humane CD90 wurde als Marker für die Analyse von kontaminierenden 
Fibroblasten in den isolierten Zellen verwendet. Ein Anteil von 2-8% von Fibroblasten 
zeigt deutlich, dass sich in den aus den Interponaten isolierten Zellen in einem 
großen Maße EC befinden.  
 
Zusammenfassend konnte auf der Basis der durchgeführten immunhistologischen 
und durchflusszytoetrischen Analysen konstatiert werden, dass sich im explantierten 
Interponat eine intakte humane EC-Schicht befand. Die daraus isolierten Zellen 
enthielten nur zu einem geringen Prozentsatz Fibroblasten und, bei zwei Tieren, 
kontaminierende porcine Zellen. Das Gros der isolierten Zellen bestand aus EC, dem 
für die Untersuchung einer möglichen PERV-Transmission relevanten Zelltyp. 
 
7.2.4.3 Detektion potentieller PERV-Infektionen im Interponat oder daraus isolierten 
Zellen 
Ein großes Problem bei der Analyse möglicher PERV Transmission über PCR ist die 
Tatsache, dass PERVs als endogene retrovirale Elemente natürliche Komponenten 
porciner DNA sind. Das bedeutet, dass chimäre porcine Zellen oder kontaminierende 
DNA zu falsch positiven Ergebnissen führen können. Diese Problem des 
„Mikrochimerismus“ konnte mit der Entwicklung hochsensitiver PCRs spezifisch für 
mitochondrielle Gene (228, 229) oder repetitiver Zentromer-Sequenzen (218, 221), 
sowie durch quantitativen Vergleich PERV- und porcinspezifischer Amplifikate unter 
Verwendung der „Real-Time“-PCR gelöst werden (218, 221). Die Sensitivität der von 
uns durchgeführten porcin-spezifischen PCR ist dabei mit der Detektion von einer 
porcinen Zelle, entsprechend etwa 20-50 PERV-Kopien, unter 1x107 humanen Zellen 
sehr hoch. 
 
Die isolierten Zellen und das direkt lysierte Interponat aller sechs Empfängertiere 
wurden mit Hilfe der PERV pol und porcin-spezifischer PCR auf mögliche Proviren 
untersucht. In einigen Proben wurden porcine Sequenzen nachgewiesen. 
Ausschließlich Proben, welche auch in den porcin-spezifischen PCRs positiv waren, 






Sämtliche PERV-Signale in den betreffenden Proben beruhten jedoch auf der 
Amplifikation aus kontaminierender porciner DNA bzw. PCR-Produkten, nicht jedoch 
auf der Amplifikation aus infizierten humanen Zellen. Dieses wurde durch quantitative 
„Real time“-PCRs, durchgeführt von unserem Kooperationspartner Dr. Patience, 
belegt.  
Nach diesen Ergebnissen war der Befund nicht weiter erstaunlich, dass RT-Aktivität 
im Zellkulturüberstand der isolierten Zellen nicht nachweisbar war. 
 
7.2.4.4 Nachweis einer potentiellen systemischen PERV-Infektion des 
Empfängertiers 
Die aus den Empfängertieren isolierten PBLs wurden ebenfalls mit der in Kap. 
1.2.3.3 beschriebenen PCR untersucht. Positive Proben ließen sich ebenfalls auf 
eine Kontamination mit porciner DNA zurückführen. Diese Daten wurden belegt 
durch die Untersuchungen von Dr. Patience. 
Alle entnommenen Plasmaproben der Empfängertiere wurden über semiquantitative 
RT-PCR auf PERV-RNA, als Marker für freigesetzte Virionen, untersucht. In keiner 
der Proben wurde PERV mRNA nachgewiesen. Diese Ergebnisse bestätigen die 
ebenfalls negativen Ergebnisse bei Verwendung des RT-Assays. Mit diesem ließ 
sich keine RT-Aktivität in den getesteten Serumproben nachweisen. 
Darüber hinaus wurde ein Teil der gesammelten Seren über Western-Blot auf anti-
PERV spezifische Antikörper und damit auf potentielle PERV-spezifische 
Immunantworten als Marker für eine produktive Infektion der Empfängertiere 
untersucht. Auch diese Untersuchungen lieferten keinen Hinweis auf eine PERV-
Infektion.  
 
7.2.5 Zusammenfassende Wertung der Ergebnisse der PERV-Infektionsstudien 
Ziel unseres PERV in vivo Infektionsmodells war die Untersuchung, ob es unter den 
Bedingungen einer klinisch anwendbaren Xenotransplantation mit entsprechenden 
Immunsuppressionsprotokollen und Einsatz transgener Spenderorgane zu einer 
PERV-Transmission auf humane Endothelzellen kommen kann. Unter allen bisher 
publizierten Studien zur in vivo Untersuchung des Infektionsrisikos von PERVs nach 
Transplantation porciner Organe auf Primaten kommt dieses Modell einer 
potentiellen klinischen Xenotransplantationssituation am nächsten. Auch die 
Verwendung einer Vielzahl von Analysemethoden ergab keinen Hinweis für eine 
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PERV in vivo Transmission auf das humane Interponat, und damit auf PERV-
suszeptible humane Endothelzellen, sowie auf das Empfängertier.  
Unsere Ergebnisse zeigen – wenn auch mit der Einschränkung der relativ kurzen 
Expositionszeit von maximal 19 Tagen – dass das Infektionsrisiko durch PERV nach 
diskordanter Xenotransplantation (Schwein auf Primat) geringer als initial befürchtet 
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